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CAPITULO I. INTRODUCCION
2.
1. CONSIDERACIONES GENERALES
Los conocimientos sobre la replicaciôn de virus 
vegetales en células huésped estân mucho menos avanzados que 
en virus animales o bacterianos. La razôn principal de este 
retraso es de orden tëcnico, pues hasta hace muy poco no ha 
sido posible desarrollar un sistema vegetal en el que todas 
las células puedan ser infectadas simultaneamente y donde la 
replicaciôn posterior ocurra de forma masomenos sincrônica.
Una segunda dificultad con virus vegetales es 
la ineficacia al inocular o transmitir ciertos virus. Para 
muchos de éllos, que pueden ser transmitidos, la inoculaciôn 
mecénica requiere unas 10^ - 10^ particulas por cada célula 
que va a ser infectada; con virus multiparticulados, las ci- 
fras son aun mayores.
El primer paso hacia el conocimiento de la re­
plicaciôn viral fue introducido en virologie cuando Ellis y 
Delbrück (1939) establecieron un procedimiento para inocular 
simultaneamente gran numéro de células de Escherichia coli 
con un bacteriôfago eliminando la posibilidad de una infec­
ciôn secundaria. Con las células inoculadas de esta forma ya 
es posible seguir un ciclo replicativo complete del virus. 
Tales expérimentas fueron una de las bases metodolôgicas de 
la actual virologie bacteriana y animal.
Para aplicar este primer método a la virologie
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vegetal, el material experimental debe cumplir forzosamente 
dos requisites:
a) Una gran proporciôn de las células présentes 
deben ser infectadas simultaneamente.
b) El material debe consistir en células simples 
y aisladas para faciliter la posibilidad de 
infeccion.
Por tanto, debe tratarse de cultives celulares 
en suspension, y para obtener una elevada frecuencia de in­
fecciôn en los tejidos vegetales habrâ que destruir las rigi 
des paredes celulares, ésto es, user protoplastos de plantas.
1.1. Los protoplastos vegetales
El aislamiento de protoplastos de plantas supe- 
riores fue ya senalado en 1892 y su fusiôn en 1937, sin em­
bargo, este campo de investigaciôn no ha empezado a tener im 
portancia hasta la publicaciôn del primer trabajo de Cocking 
(I960) empleando un método enzimâtico.
Mediante numerosas modificaciones (Cocking,1972 
Evans y col.1972) se han obtenido protoplastos de gran varie 
dad de tejidos como meristemos, mesôfilo de hojas, ôrganos 
de reproducciôn, coleoptilos, raices, cotiledones, cultivo 
de callos...etc que han sido cultivados,regenerando una nue- 
va pared celular, inducidos a fusionarse y crecer hasta el 
florecimiento de plantas.
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La obtenciôn de protoplastos por métodos enzima 
ticos esté basada en la utilizaciôn de preparados de enzimas 
ricos en -(l,4)-glucanasa ya que las paredes celulares de 
plantas superiores, normalmente, contienen celulosa, hemice- 
lulosa, pectina y pequenas cantidades de proteinas. Se han 
empleado celulasas obtenidas de Triccoderma viride que se 
pueden adquirir comercialmente.
Es importante indicar que los procedimientos 
usados para el aislamiento de protoplastos pueden tener, y 
de hecho tienen, efectos posteriores sobre el comportamiento 
de estas células desnudas.
Los protoplastos aislados, por ser células des- 
provistas de su pared celular, presentan problemas que nor­
malmente no se producen en el cultivo de células vegetales. 
Necesitan mantenerse en un medio plasmolitico adecuado cuyo 
potencial osmético requiere estar cuidadosamente ajustado y 
adaptado al sistema de protoplastos.
Eactores ambientales, particularmente efectos 
de luz, pueden influir de modo decisivo en la estabilidad 
de los protoplastos obtenidos. Esto probablemente se debe a 
los cambios inducidos por la luz en el potencial osmético 
interno, sobre todo si el sistema es potencialmente fotosin- 
tético. Los protoplastos suelen requérir luz para la captura 
de aminoâcidos y uridina del medio externo (Erancki y col.
1971) y también parece ser necesaria para la divisién de los
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protoplastos (Takebe y Nagata, 1975)• Por otro lado, los 
protoplastos no toleran periodos prolongados de gran inten- 
sidad luminica, lo cual obliga a buscar unas condiciones ôp- 
tiraas de iluminaciôn que suelen oscilar entre los 2000 y 5000 
lux (Motoyoshi y col. 1975; Beier y Bruening,1975) aunque 
pueden variar segun la planta utilizada y el destine poste­
rior de los protoplastos aislados.
Los protoplastos para inocular virus vegetales 
se han obtenido, en su mayor parte, del mesôfilo de hojas de 
tabaco; ademâs de ser susceptible a una gran variedad de virus, 
las hojas de esta planta contienen gran numéro de células pa- 
renquimaticas.
Para un aislamiento rapide y eficaz de protoplas 
tes utilizando enzimas, es necesario exponer el tejido a la 
accién enzimâtica; hay que separar previamente la epidermis 
inferior quitando mecânicamente trozos de dicha epidermis con 
la ayuda de unas pinzas (Takebe y col. 1968). De esta forma 
se han obtenido protoplastos de tabaco, habas, petunia, toma­
te. . .etc
Los métodos utilizados corrientemente para el 
aislamiento de protoplastos de mesôfilo estan basados en el 
procedimiento de Takebe y col. (1968) que permite obtener 
gran numéro de células y protoplastos de parenquima. El pro- 
ceso consta de dos etapas:
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- Disociaciôn del mesôfilo de la hoja en células sim 
pies utilizando "pectinasa"(poligalacturonasa)
- Digestiôn de las paredes de las células aisladas 
mediante "celulasa"
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Este sistema permite aislar lO'^  protoplastos 
de parénquima en empalizada por cada grarao (peso fresco) de 
hojas de tabaco en unas dos horas (Otsuki y col. 1974).
Se han realizado varias modificaciones del pro­
cedimiento original, entre éllas, la de realizar la diges­
tiôn enzimatica en un sôlo paso, exponiendo el mesôfilo de 
la hoja sobre una mezcla de pectinasa y celulasa que libera 
directamente los protoplastos (Kassanis y White,1974).
Una modificaciôn del método en dos pasos fue rea- 
lizada por Watts y col. (1974): el mesôfilo de la hoja se 
tratô brevemente con pectinasa para ablandar pero no diso- 
ciar el tejido que serâ posteriormente digerido por la celu 
lasa.
Cuando los protoplastos se aislan enzimâticamen 
te degradando la pared celular, alguna de las enzimas presen 
tes pueden tener efectos deletereos sobre los protoplastos 
obtenidos. Esta es la razôn por la que ciertos autores (Fi­
let, 1971; Filet y col. 1972; Beier y Bruening,1975) han uti- 
lizado métodos mecânicos de aislamiento.
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El rendimiento de protoplastos activos esta in 
fluenciado por la edad y estado fisiolôgico de la planta, 
asl como por la posiciôn de las hojas. La influencia de es­
tes factores ha sido estudiada detalladamente por Watts y 
col. (1974). Por su parte, Shepard y Totten (1975) indican 
que las condiciones ôptimas pueden variar con el método em­
pleado en la obtencion.
Recientemente, Cocking ha realizado un anâlisis 
critico del desarrollo actual de los protoplastos vegetales 
basândose en que al ser células desnudas pueden crecer y di- 
vidirse, siendo capaces de resintetizar su pared celular y 
comportarse como un cultivo normal de células en suspension 
(Cocking, 1970-1975a).
Los protoplastos han podido ser cultivados en 
medio liquido(Power y col. 1971; Gosch y col. 1975) cuyos 
nutrientes dependen de la especie vegetal utilizada e inclu­
se de su variedad. En medio sélido utilizando agar (Kameya,
1972), han logrado dividirse y formar colonias (Frearson y 
col. 1975) llegândose a obtener plantas complétas a partir 
de una sola célula (Nagata y Takebe,1971; Shepard y Totten, 
1975).
También los protoplastos son capaces de fusio­
narse y ya en 1968 se sugiriô que la fusion "in vitro" de 
protoplastos,con la subsiguiente regeneracion de plantas hî- 
bridas podria ser un buen sistema para introducir una mayor
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diversidad genética en las plantas (Schenk y Hildebrant,1968 
Nickell y Torrey,1969; Cocking,1973b).
En los ûltimos ahos, se han descrito varies mé­
todos para producir la fusién de protoplastos (Power y col. 
I97O-I97I; Keller y col. 1973), pero todas estas técnicas 
rinden una escasa frecuencia de fusién entre protoplastos de 
diferentes especies (Potrykus,1971; Carlson y col. 1972).
Este inconveniente ha sido resuelto recientemen 
te por Kao y col. (1974) utilizando polietilénglicol (PEG) 
para obtener una alta frecuencia de fusion interespecîfica 
de protoplastos. Por el momento se desconoce el mécanisme 
del proceso,pero parece ser que la electronegatividad del 
PEG hace a esta molécula capaz de formar puentes de hidrége- 
no con los grupos positivos del agua, proteinas, hidratos de 
carbono...etc. Este compuesto puede actuar como puente mole­
cular entre las superficies de dos protoplastos adyacentes y 
producir una adhesion entre elles. Al estar muy préximos, 
existe una gran superficie en intime contacte que posibilita 
una redistribucion electrônica para unir grupos de distinta 
carga, perteneciéntes a los dos protoplastos adheridos, re- 
sultando la fusiôn de los mismos (Burgess y Fleming,1974).
1.2. Los virus vegetales
Como nuestro trabajo tiene por objetivo princi­
pal el estudio de la multiplicaciôn de los virus vegetales y 
concretamente la replicaciôn viral en protoplastos, es im- 
prescindible conocer las caracteristicas propias de los vi­
rus, tema que desarrollamos a continuaciôn.
Segun Matthews (1970), un virus es un ser con 
una o mas moléculas templates de acido nucleico, DNA o bien 
RNA, con las siguientes propiedades:
a) Son capaces de organizar su propia replicaciôn so- 
lamente en un medio intracelular adecuado. Para su replica­
ciôn, el virus toraa de la celula huésped ribosomas, RNA - 
transférante y un sistema productor de energla. Ciertos vi­
rus requieren tambien la presencia de otros virus.
b) En las particulas virales maduras, el material ge- 
nético suele estar protegido por una capsula de proteina o 
lipoproteina. Cuando el material genético es mas de una mo­
lécula de acido nucléico, cada una puede estar en una parti- 
cula diferente o todas juntas en una sôla. El virus maduro 
no posee mas acido nucléico que su material genético.
Para iniciar el estudio de las virosis vegeta­
les, es imprescindible comenzar con la identificaciôn de los 
virus, lo cual se realiza determinando las caracteristicas
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propias de éllos o en relacién con las plantas que parasitan.
En el simposium celebrado por la Sociedad de Fi 
topatologia del Japon sobre identificacién de virus de plan­
tas, Inouye (1964) marca las pautas seguidas por èl en la 
identificacién de virus vegetales:
- Observacion de los sintomas producidos y tipos de 
transmisién.
- Métodos de tincién empleados en microscopia elec­
trônica.
- Estudio de las reacciones sobre plantas de ensayo.
- Métodos serolôgicos y de protecciôn.
En Espana, Rubio-Huertos y col. (1967) identifi 
caron algunos virus recogidos en diferentes regiones aten - 
diendo a su:
- Sintomatologia en plantas de ensayo
- Histologîa
- Forma y tamano de las particulas de virus
- Tipos de transmisién
- Propiedades fisico-quimicas
Para la identificacién de los virus utilizados 
en nuestro trabajo, hemos seguido las directrices de los au 
tores espanoles.
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El conjunto de sintomas que presentan las plan­
tas infectadas por virus es extremadamente variado. Pueden 
ser apenas perceptibles llegando hasta, la râpida muerte de 
la planta, con diferentes grades intermedios.
En la mayoria de los vegetales, los sintomas va 
rian con el virus y la especie huésped. Dependen en gran ma- 
nera de las condiciones ambientales, y asi pueden ser paten­
tes durante las estaciones frias y desaparecer temporalmente 
durante el tiempo calido (Hanson y Kreitlow, 1955)•
Atendiendo a la sintomatologia, existe gran can 
tidad de literatura describiendo enfermedades de plantas pro 
ducidas por virus (Bos,19?0; Holmes, 1964). Los sintomas pro 
ducidos pueden ser de dos tipos:
a) Sintomas locales: son lesiones localizadas que 
se desarrollan cerca del punto en que tuvo lugar la penetra- 
cion del virus. No alteran significativamente la economia ce 
lular y son de gran utilidad para ensayos biologicos de in- 
fectividad. Pueden formar manchas cloréticas o necréticas, 
anillos, bandas...etc
b) Sintomas generalizados: el virus se extiende 
por toda la planta siendo transportado por la savia y altera 
el métabolisme total. Pueden distinguirse:
- Mosaico
- Anillos y bandas concéntricas
- Aclaramiento y bandeado de venas
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- Clorosis
- Necrosis
- Distorsiones y deformaciones
- Crecimientos anormales
- Anormalidades en flores y frutos
Estos ûltimos sintomas son producidos por una 
destruccion y modificaciôn de los constituyentes normales de 
las células y tejidos.
Al mismo tiempo, en algunas virosis, aparecen 
células parasitadas que contienen unos cuerpos extranos o in 
clusiones tipicas,muy caracteristicas de los virus vegetales 
y que también son producidas por ciertos virus animales. Asi, 
ya en 1869, Rivolta observé estas inclusiones en aves de co­
rral atacadas por virus y Guarnieri en la viruela. Negri 
(1905) describiô estructuras anormales (inclusiones) en célu 
las cerebrales de animales atacados por la rabia (cuerpos de 
Negri). La producciôn de inclusiones en plantas es motivada 
por la infecciôn de virus, siendo de considerable valor diag 
nôstico y dependen mucho mâs del virus infective que de la 
planta infectada.
Pue Iwanowski (1905) el primero en hacer un es­
tudio histopatolôgico de una planta infectada por virus, des 
cribiendo unas inclusiones amorfas y otras cristalinas. Los 
cuerpos de inclusiôn amorfos que forma el virus del mosaico
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del tabaco fueron llamados por Goldstein (1924) "cuerpos X" 
término que se ha extendido a las inclusiones amorfas induci 
das por virus. En general son redondeados u ovoideos, fre - 
cuentemente vacuolados y tienen un tamaho de 1 a 50 micras. 
Estan localizados en el citoplasma y raremente en el nucleo. 
Dan las reacciones normales de proteinas y se tihen bién con 
colorantes âcidos. Su estructura varia dependiendo de los 
distintos virus,y la influencia de las plantas huésped no es 
muy significative.
De acuerdo con su estructura vista al microsco­
pic ôptico, Rubio-Huertos (1972) ha clasificado estos "cuer­
pos de inclusion amorfos" en los siguientes grupos:
A) Inclusiones amorfas en el citoplasma
(1). Granulares,redondeadas y homogeneas; a veces 
estan vacuoladas o dispersas, dependiendo de la edad de la 
inclusién.
(2). Fibrilares con cuerpos bien desarrollados se­
me jantes a agujas; también contienen mitocondrias, plasti- 
dios y gotas de lîpidos (Sheffield, 1951-1954; Rubio-Huer­
tos, 1950).
(5). Ameboides y vacuolados con puentes bién défini 
dos (Goldstein,1924).
(4). Redondeadas, ovaladas o alargadas, muy réfrin­
gentes cuyo contorno aparece muy bién definido y no estan 
vacuoladas (Rubio-Huertos, 1956; Robb, 1964).
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(5). Tipos extranos de inclusiones que suelen es­
tar asociadas a infecciones virales espéciales (Littau y 
Black, 1952).
B) Inclusiones amorfas en el nûcleo
(6). CuerpoX granular, grande y redondo (Tsao,1965)
(7). Inclusiones granulares restringidas al nucléo­
le (Bos y Rubio-Huertos, 1969).
Los "cuerpos cristalinos de inclusion',' pueden
agruparse en:
A) Inclusiones cristalinas en el citoplasma
(1). Numerosos cristales con lados curves y a veces 
exâgonos perfectos (Porter y Me Whorter, 1952).
(2). Grandes laminas que a veces pueden ser para - 
cristalinas, en forma exagonal (Iwanowski, 1905).
(5). Masas cristalinas formando agujas o fibrillas 
largas (Amelunxen, 1958).
(4). Pirâmides con base exagonal, o romboedros (Ru­
bio-Huertos, 1950-1956).
B) Inclusiones cristalinas en el nûcleo
(5). Laminas rectangulares delgadas (Kassanis,1959; 
Matsui y Yamaguchi, 1964).
(‘r'i. Cristales isomltricos limitados al nucléole 
(Me Whorter, 1941).
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(7). Otras inclusiones cristalinas (Woods y Eck, 
1948; Goldin, 1965).
Esta agrupaciôn de los cuerpos de inclusiôn se­
gun su aspecto al microscopic de luz, es una gran simplifica 
ciôn puesto que se trata de estructuras cambiantes. Ciertos 
virus producen cuerpos X que son granulares al principle y 
se vuelven fibrilares para formar finalmente una inclusiôn
cristalina. Por otro lado, razas de un mismo virus pueden
producir diferentes tipos de inclusiôn(Rubio-Huertos, 1962).
V
Y
SI Mediante pruebas citoquimicas y tinciones espe-
Q cificas, se ha comprobado que los cuerpos de inclusiôn son
ro
^ nucleoproteinas. Algunas inclusiones amorfas también contie­
nen lipides y orgânulos celulares, taies como mitocondrias, 
plastidios y cloroplastos (Rubio-Huertos, 1967).
El microscopio electrônico ha sido de gran uti­
lidad en el estudio de la ultraestructura y composiciôn de 
los cuerpos de inclusiôn. La mayor parte de las inclusiones 
amorfas inducidas por diferentes virus son, en realidad, el 
sobrecrecimiento de una masa de citoplasma introduciéndose 
en la vacuola central de la célula. Dentro de estas inclusio 
nés hay masas de particulas de virus distribuidas de diferen 
tes formas segun el virus. Las inclusiones estan rodeadas 
por una membrana citoplasmica o el tonoplasto, y la mayoria 
de éllas también poseen vacuolas.
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1.5. Infecciôn de protoplastos por virus
En los estudios sobre virologia de plantas, Za- 
itlin (1959) fue el primero en advertir la replicaciôn viral 
en células de tejido foliar de tabaco que habian sido infec­
tadas con el virus del mosaico del tabaco y separadas poste­
riormente por digestiôn enzimâtica de la laminilla media me­
diante una pectinasa comercial.
La primera inoculaciôn real de protoplastos fue 
realizada por Cocking (1966),con frutos de tomate utilizando 
también el virus del mosaico del tabaco como inôculo, aunque 
sin una clara evidencia de que se hubiera producido una acti 
va replicaciôn viral.
En 1969, cientificos de dos laboratorios confir 
maron los experimentos anteriores logrando la infecciôn por 
el virus del mosaico del tabaco de protoplastos de frutos de 
tomate (Cocking y Pojnar, 1969) y hojas de tabaco (Takebe y 
Otsuki, 1969).
El procedimiento desarrollado por estos ultimes 
autores ha sido usado para infectar gran numéro de protoplas 
tos con una concentraciôn baja de virus. Estudios posterio­
res (Takebe y col., 1971; Otsuki y col., 1972) pusieron de 
raanifiesto que se habia logrado la multiplicaciôn vigorosa 
del virus del mosaico del tabaco en los protoplastos inocula 
dos.
17.
TABLA - I
VIRUS USADOS PARA INOCULAR PROTOPLASTOS DE TABACO
VIRUS ESPECIE DE TABACO
 ^PROTOPLASTOS 
INFECTADOS AUTORES
TMV Bribht yellow 
Xanthi
Xanthi no
Samsun 
Samsun NN
White Burley
50
90
57 y 80
84
89
40 y 80
Takebe y Otsuki
Otsuki y col.
Hibi y Yora 
Coutts y Cocking
Otsuki y col.
Otsuki y col.
Motoyoshi y col. 
Kassanis y White
TMV-RNA Bright yellow 7 Aoki y Takebe
Samsun 90 Sarkar y col.
CMV Xanthi 90 Otsuki y Takebe
PVX Burley 21 16 Shalla y Petersen
Xanthi 70 Otsuki y col.
CCMV White Burley 65 Motoyoshi y col.
CCMV-RNA White Burley 51 Motoyoshi y col.
PEMV White Burley 90 Motoyoshi y Hull
PEMV-RNA White Burley 5 Motoyoshi y Hull
BMV (V5) White Burley 77 Motoyoshi y col.
(Continua)
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VIRUS ESPECIE DE TABACO
PROTOPLASTOS
INFECTADOS AUTORES
AMV White Burley 35 Motoyoshi y col.
TRV Xanthi 98 Kubo y col.
CPMV Samsun NN 80 Hibi y col.
CGMMV Xanthi 70 Sugimura,no pubL
Abreviaturas:
AMV = virus del mosaico de la alfalfa
BMV = virus del mosaico del Bromus
CCMV = virus del moteado clor6tico de la vigna
CGMMV = virus del mosaico y moteado verde del pepino
CMV = virus del mosaico del pepino
CPMV = virus del mosaico de la vigna
PEMV = virus del mosaico y excrecencia del guisante
PVX « virus X de la patata
TMV = virus del mosaico del tabaco
TRV = virus del acorchado rizado del tabaco
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TABLA - II
VIRUS USADOS PARA INOCULAR PROTOPLASTOS DE DIPERENTES 
PLANTAS SUPERIORES (NO TABACO)
VIRUS PLANTA % PROTOPLASTOS INFECTADOS
AUTORES 
(no publicado=x)
TMV Tomate,fruto 40 Cocking y Pojnar
Tomate,hoja 50 Motoyoshi (x)
Petunia 47 Hibi (x)
Vigna 48 Hibi (x)
Vinca Takebe y Otsuki(x)
CMV Vigna 95 Hibi y col. 
Koike y col.
Vinca 48 Takebe y Otsuki(x)
CPMV Vigna 60 y % Hibi y col.
Beier y Bruening
CPMV-RNA Vigna Beier y Bruening
AMV Vigna 6 Hibi (x)
BMV Cebada 30 Furusawa (x)
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Desde entonces, protoplastos de diferentes 
plantas han sido inoculados con éxito por otros virus y se 
estâ empezando a recopilar informaci6n relativa al proceso 
de infecciôn en células individuales. Hasta el raoraento se 
han inoculado seis especies de plantas con diez virus dife­
rentes, segun puede observarse en las Tablas I y II.
Un factor importante de la alta frecuencia de
infecciôn es la adiciôn de un poli-catiôn de elevado peso
molecular a la soluciôn inôculo de virus. La poliornitina
(polimero lineal de un aminoâcido bâsico, la ornitina) es el
de mayor aplicaciôn para este uso. Se cree que la poliorniti 
na se une a las particulas de virus, cargadas negetivamente, 
para formar el "complejo virus-poliornitina" (Talcebe y col. 
1974), favoreciendo la adsorciôn y penetraciôn del virus en 
los protoplastos (Otsuki y col., 1972).
Otra ventaja del uso de protoplastos para el es 
tudio de la multiplicaciôn viral es la facilidad con que se 
puede determiner el numéro de células infectadas utilizando 
anticuerpos fluorescentes, concretamente el isotiocianato de 
fluoresceina (NagaraJ, 1962).
La eficacia de infecciôn en protoplastos se de­
fine como la relaciôn entre el numéro de particulas de virus 
en el inôculo y el numéro de células infectadas. Como la fre 
cuencia de infecciôn de un virus determinado es una funciôn
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logarîtmica de la concentraciôn de dicho virus, las inocula 
ciones a baja concentraciôn resultan muy eficaces. Asi, la 
eficacia de infecciôn del virus del mosaico del tabaco es de 
80.000:1 a una concentraciôn de inôculo de 1 ug/ml y de 
2.500:1 a 0,01 ug de virus/ml. La eficacia de infecciôn de 
este virus en tejido foliar no ha sido determinada con exac- 
titud, pero parece ser del orden de 1.000.000:1 (Siegel y 
Zaitlin, 1954), Por tanto, los protoplastos son définitiva- 
mente superiores a los tejidos con respecto a la eficacia de 
infecciôn.
La frecuencia de infecciôn de protoplastos de­
pends en gran manera de la concentraciôn de virus usada para 
inocular, Con el virus del mosaico del tabaco, el virus del 
mosaico del pepino y el virus X de la patata, el numéro de 
células que llegan a ser infectadas es, a groso modo, propor 
cional al logaritmo de la concentraciôn de virus, pero a con 
centraciones demasiado elevadas, decrece la infecciôn (Talce- 
be y Otsuki,1969; Hibi y Yora,1972).
La magnitud de la infecciôn también depends de 
la infectividad especifica del purificado de virus utilizado 
para inocular protoplastos y hay que hacer notar que las pre 
paraciones purificadas de virus de plantas contienen, a menu 
do, gran numéro de particulas no-infactivas (Furumoto y Wild 
man, 1965).
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Otro factor que influye en la infecciôn es el 
pH del medio de inoculaciôn. Su valor ôptimo suele estar muy 
prôximo a 5,0 porque los protoplastos empiezan a ser inesta- 
bles por debajo de este valor. Sin embargo, se ha observado 
que la infecciôn por el virus X de la patata (Otsuki y col. 
1974) y el virus del acorchamiento rizado del tabaco (Kubo y 
col. 1974) es relativamente insensible al pH.
Asi mismo, la infecciôn de protoplastos résulta 
mâs satisfactoria si inmediatamente antes de la inoculaciôn 
se lavan los protoplastos para eliminar posibles inhibidores 
de la infecciôn (Otsuki y col. 1972).
El éxito de la infecciôn también puede estar in 
fluenciado por la edad de la planta y la posiciôn de las ho- 
jas de que han sido aislados los protoplastos (Motoyoshi y 
col. 1975a). Los investigadores no se ponen de acuerdo sobre 
la edad y tamano ôptimos de las hojas para el aislamiento de 
protoplastos y cada cual utiliza el material que mejor se 
adapta a sus experiencias.
La infecciôn de protoplastos por virus se esta- 
biliza mediante inoculaciones en un tiempo corto. Asi, la re 
plicaciôn puede ocurrir de forma sincrônica con el rango de 
variaciôn propio de la actividad metabôlica de cada célula 
particular, ya que los protoplastos representan una poblaciôn 
homogenea de células.
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La curva de crecimiento de un virus en proto­
plastos, sigue el curso de una replicaciôn viral tipica en 
células individuales infectadas. Se trata de un crecimiento 
exponencial que disminuye gradualmente, pero se mantiene 
unas 72 horas (Coutts y col. 1972).
Mediante estudios citolégicos de protoplastos 
infectados se ha observado el proceso de entrada de virus 
examinando secciones de protoplastos inmediatamente después 
de la inoculaciôn. Cocking (1966) descubriô que las particu 
las de virus empezaban a unirse al plasraalema invaginado. 
También habia particulas en vesiculas del citoplasma y Co­
cking interprété estas observaciones como indicativas de que 
el virus entraba por un proceso similar a la pinocitosis (Co 
cking, 1970).
En investigaciones posteriores también se han 
observado particulas virales adsorbidas a la membrana que se 
invagina en el lugar de contacte del virus, asi como vesicu- 
las conteniendo particulas de virus (Honda y col. 1974; Ta­
kebe y col. 1974).
Es interesante indicar que los virus con morfo- 
logia lineal siempre se adsorben por un extreme (Cocking, 
1966; Hibi y Yora, 1972) pero aun no se sabe si la capacidad 
de adsorciôn reside en un solo extreme o en los dos.
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Sobre esta base, Tekebe y col. (1974) postulan 
que la adsorciôn de un virus, probablemente en la forma del 
"complejo virus-poliornitina" induce actividad endocîtica en 
la membrana del protoplasto.
Una idea bastante diferente en cuanto al proce­
so de entrada de los virus ha sido defendida por Burgess y 
col. (1975a-1973b) basândose en sus observaciones al micros 
copio electrônico. Pudieron apreciar varies tipos de lesio- 
nes en la membrana de protoplastos inoculados, y que el vi­
rus se unia preferentemente en los lugàres donde la membrana 
estaba dahada. Estima que la poliornitina dana el plasmalema 
y el virus pénétra directamente, antes de que la lesiôn haya 
sido reparada.
Por su parte, Motoyoshi y col. (1975a) présenta 
evidencias que defienden la naturaleza no-fisiolôgica del 
proceso de entrada del virus como son, el hecho de que la in 
fecciôn puede ocurrir a baja temperatura y en presencia de 
âcidos, condiciones que podrian suprimir o alterar el metabo 
lismo energético celular.
1.4. Citologia de los protoplastos infectados por virus
En general, la distribuciôn de los virus que se 
han multiplicado dentro de protoplastos es similar a la de 
células infectadas en el tejido.
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El virus del mosaico del tabaco (Hibi y Yora,
1972) y el virus X de la patata (Otsuki y col. 1974) forman 
grandes agregados, mientras que el virus del moteado clorôti 
CO de la vigna (Motoyoshi y col. 1973) y el virus del mosaico 
de la vigna (Hibi y col. 1975) estan mas o menos dispersas 
por el citoplasma. Sin embargo, la distribuciôn del virus del 
mosaico del pepino en protoplastos es extrana puesto que di­
cho virus se acumula en el nucleo ademas de en el citoplasma 
(Honda y col. 1974).
En cuanto a los efectos de la infecciôn sobre la 
ultraestructura del protoplasto, los primeras trabajos de Co­
cking y Pojnar (1969) senalaron una extensa degradaciôn del 
citoplasma, pero esta no se ha vuelto a mencionar en trabajos 
mas recientes.
Honda y col. (1974) demostraron que el citoplas­
ma, cloroplastos y mitôcondrias de protoplastos de tabaco son 
bastante normales tras inocularlos con el virus del mosaico 
del pepino, aunque los nucleos presentan cierta morfologia 
extrana. Esta esta en marcado contraste con los desôrdenes en 
la ultraestructura celular que acompanan la infecciôn de teji 
do foliar por el virus del mosaico del pepino (Honda y Matsui
1974).
Algunos cambios ultraestructurales tîpicos de la 
infecciôn viral se reproducer en protoplastos. Los cuerpos la 
minares de inclusion caracterlsticos de la infecciôn por el
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virus X de la patata (Shalla y Shepard, 1972) se forman tam
bien en protoplastos de tabaco (Shalla y Petersen, 1973; Ot­
suki y col. 1974), y la "estructura citopâtica" peculiar apa
rece en protoplastos de Vigna sinensis infectados con el vi­
rus del mosaico de la vigna (Hibi y col. 1975)*
La alta frecuencia de infecciôn y su naturaleza 
sincrônica, hacen posible seguir la genesis y decadencia de 
estas estructuras y correlacionarlas con la replicaciôn de 
los virus. La observaciôn de que los cuerpos de inclusiôn 
del virus X de la patata aparecen después de que se han acu- 
mulado grandes cantidades de virus en el citoplasma, conduce 
a Shalla y Petersen (1973) y a Otsuki y col. (1974) a esta- 
blecer que estas estructuras no estân implicadas en la repli 
caciôn viral.
Burgess y colaboradores (1974a-1974b) han obser 
vado cambios ultraestructurales que acompanan a la infecciôn 
de protoplastos por ciertos virus, consistantes en la proli- 
feraciôn y modificaciôn del reticulo endoplasmico y de la 
membrana nuclear. Antes de que se produzca la descendencia 
del virus, aparecen vesiculas conteniendo un material fibri- 
lar que en el caso del virus del mosaico y las excrecencias 
del guisante contiene RNA.
Algunos de los descubrimientos realizados re- 
cientemente sobre los mecanismos bâsicos de la infecciôn y
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replicaciôn de los virus végétales, no se habrian podido lie 
var a cabo sin la utilizaciôn de protoplastos. En particular, 
los estudios sobre la replicaciôn viral a nivel molecular se 
rian muy dificiles sin este sistema. Por tanto, no es extra- 
no que los protoplastos se esten convirtiendo en uno de los 
materiales "standard" de laboratorio en las investigaciones 
sobre virus de plantas.
1.5. El uso de protoplastos para la replicaciôn viral
Dado que los protoplastos son una forma no usu­
al y que no se producer en ambiantes naturales, deben ser 
mantenidos en un medio hipertônico que suele diferir nutri- 
cionalmente del medio en que normalmente se hallan las célu­
las vegetales.
Aunque los protoplastos aislados parecen ser 
muy normales en cuanto e su ultraestructura (Takebe y col.
1973) y metabolismo (Sakai y Takebe, 1970), hay algunos indi 
cios de que su metabolismo esté influenciado por el factor 
osmôtico (Jones y col. 1973; Lazar y col. 1973). Concretamen 
te, la observaciôn de que el choque osmôtico trae consigo un 
incremento en el nivel de ribonucleasa puede tener sérias 
consecuencias en cuanto al uso de protoplastos en la investi 
gaciôn de virus vegetales. Sin embargo, la vigorosa replica­
ciôn viral en protoplastos de mesôfilo es un hecho bien de- 
mostrado con numerosos virus. Es probable que la ribonucleasa
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inducida por las condiciones hiperosmôticas esté encerrada 
en estructuras como los ribosomas (Matile, 1969) y por tanto 
no interfiere en la sintesis del RNA-viral.
La ventaja mas importante de los protoplastos 
en el estudio de los virus vegetales es que perraiten el cre­
cimiento de virus.de forma que sus estados sucesivos de re- 
plicacién en células individuales pueden ser identificados, 
seguidos y analizados. Sin experiencias desarrolladas de es­
te modo, es imposible conocer la cinética de los procesos en 
vueltos en la replicaciôn viral, puntualizar el grado en que 
se alteran por un tratamiento dado, o relacionar a un deter­
minado huésped con un estado particular de replicaciôn. En 
suma, los protoplastos permiten atacar estos probleraas bajo 
condiciones bién definidas, simples y uniformes, porque son 
células sencillas, aisladas y libres de la posible influen- 
cia de otros tejidos.
Otra gran ventaja de los protoplastos dériva de 
su posibilidad de formar una suspension uniforme en medio li 
quido. Se pueden obtener cantidades alicuotas cuali y cuanti 
tativamente por simple pipeteo de una suspensiôn de células 
de densidad conocida. Ademôs, volver a recuperar los virus 
asociados a moléculas o estructuras es relativamente fâcil 
por la ausencia de paredes rlgidas. Todas estas condiciones 
favorables estan ausentes en los materiales y tejidos utili- 
zados convencionalmente, pudiendo ser explotadas en los nue- 
vos estudios sobre virologîa de plantas.
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2. IMPORTANCIA DEL TEMA Y PLAN PE TRABAJO SEGUIDO
Los virus cuando infectan un organisme no se 
comportan como otros parasites, tales como las bacterias, 
que se reproducer por simple divisiôn aprovechando los meta­
bolites que encuentran ya formados en la célula. Elios ac- 
tuan de forma diferente, pues no utilizan la célula como un 
simple medio de cultive sine que desvian el metabolismo de 
la célula huésped infectada y le diriger hacia la sintesis 
de sus propios componentes virales.
Los sintomas tan variados que presentan las 
plantas infectadas por virus, se corresponden con una serie 
de modificaciones internas y destruccién del tejido normal o 
del contenido celular. La multiplicaciôn del virus dentro de 
la célula y las alteraciones metabôlicas producidas se tra- 
ducen en modificaciones histolôgicas y citolôgicas, en algu­
nos casos, de tal naturaleza que ocasionan la muerte de la 
planta y casi siempre un retraso o disminuciôn del desarro- 
llo.
Gracias al descubrimiento del microscopic elec­
trônico y al posterior perfeccionamiento en la resoluciôn 
del misno junto a las técnicas de preparaciôn de muestras, 
se han realizado muchas fructlferas investigaciones sobre la 
ultraestructura interna o externa de las particulas de virus 
asi como su localizaciôn y efectos en las células que parasi 
tan.
30.
El empleo de estas técnicas convencionales jun­
to con la introduccién del uso de los protoplastos vegetales 
en los cuales se puede observer la multiplicaciôn simultanée 
de los virus, nos ha permitido realizar investigaciones de 
tipo citopatolôgico en estos sistemas, asi como la compara- 
ciôn entre plantas y protoplastos infectados por diferentes 
virus. Esperamos que nuestros resultados contribuyan a un me 
jor conocimiento de estos problèmes de la Biologie Celular 
en las plantas infectadas por virus.
Por eso, en este trabajo que constituye nuestra 
Tesis Doctoral, pretendemos estudiar el modo de acciôn de 
los virus en la célula vegetal y cômo ocurre su replicaciôn 
en protoplastos aislados de plantas superiores.
Los virus de plantas poseen RNA en su molécule, 
excepte un pequeho grupo que tienen DNA, y por tratarse de 
nucleoproteinas pueden obtenerse en estado puro, a partir de 
plantas infectadas, mediante diferentes métodos. Sin embargo, 
el lugar de sintesis del âcido nucleico y protelna que los 
forman, y cômo se originan estas particulas en la célula, es 
un problema que aun esta sin resolver.
Para estudiar estos problemas desde un punto de 
vista morfolôgico, hemos realizado estudios al microscopic 
electrônico que nos permiten una visiôn directa de la ultra­
estructura y modificaciones funcionales de las células infec
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tadas por virus y de los organulos que se encuentran en las 
mismas, con el fin de que la localizaciôn de las particulas 
virales en la célula nos ayude a comprender cômo se realiza 
la multiplicaciôn de los virus estudiados.
Paralelamente a estos estudios citolôgicos, y 
con el mismo fin, hemos caracterizado y aislado una serie 
de virus que nos han servido de inôculo para infectar proto 
plastos donde poder observer la replicaciôn del virus en es 
tados sucesivos, utilizando cortes ultrafinos.
Podemos concretar el plan de trabajo seguido 
en los siguientes puntos:
12) Obtenciôn y cultivo de protoplastos; si- 
guiendo las directrices de Takebe y col. (1968) y de She­
pard y Totten (1975) que han conseguido rendimientos muy 
elevados en estos procesos.
22) Aislamiento y caracterizaciôn de los virus 
utilizados; a partir de plantas de ensayo, cultivadas en in 
vernadero, inoculadas mecanicamente y pudiendo aislar los 
virus mediante métodos fisico-quimicos, estudiando asi mis­
mo sus caracteristicas.
32) Infecciôn de protoplastos; por incubaciôn 
de los protoplastos aislados junto con un purificado de vi­
rus en presencia de poliornitina (Coutts y col. 1972), téc- 
nica habitualmente empleada para pruducir la infecciôn viral.
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42) Microscopîa electrônica; tanto de las hojas 
infectadas como de los protoplastos inoculados, realizando 
un estudio comparative de ambos procesos.
5^) Ensayos de infectividad de los protoplastos 
infectados; mediante su homogeneizaciôn para servir como in6 
culo en ensayos locales sobre hojas de plantas testigo, estu 
diando los sintomas producidos.
Considérâmes que los trabajos realizados, apar­
té del interés puramente cientlfico, tienen importancia en 
cuanto conciernen a la epidemiologîa de unos virus tan exten 
didos como los que hemos estudiado y que producer énormes 
pérdidas anuales en los cultives, atacando a un extenso nûme 
ro de plantaciones agricoles.
CAPITULO II. MATERIAL T METODOS
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1. MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO
1.1. Plantas utilizadas en la obtenciôn de protoplastos
Para el aislamiento de protoplastos de plantas 
superiores, hemos empleado tres especies vegetales:
- Nicotiana tabacum, var. "White Burley"
- Matthiola annua
- Vicia faba, var. "Aguadulce"
1.2. Virus utilizados
Los virus vegetales con que hemos realizado 
nuestras experiencias han sido los siguientes:
- El virus del mosaico del nabo (turnip mosaic 
virus): es de tipo hélicoïdal, alargado y flexuoso, pertene- 
ciente al grupo Y de la patata. Eue obtenido a partir de 
plantas de alheli encontradas en Madrid que presentaban un 
mosaico acusado en las hojas y deformaciôn de las mismas.
- El virus del mosaico amarillo de la judia 
(bean yellow mosaic virus): también de simetria hélicoïdal, 
alargado y flexuoso, perteneciente al grupo Y de la patata.
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Se trata de un virus muy extendido, causando graves danos a 
los cultivos de leguninosas.
- Un virus de simetria icosaédrica; no caracte 
rizado, procedente de un cultivo de espinacas de Valencia y 
Aranjuez que presentaba sintomas generalizados de mosaico y 
deformaciôn de las hojas, acompanados de una notable reduc- 
ciôn en el desarrollo de la planta. Este virus nos ha pere- 
cido interesante porque podria tratarse de una nueva raza 
del"virus del mosaico del pepino" (cucumber mosaic virus), 
mucho mâs astable que las estirpes hasta ahora conocidas.
1.5. Plantas de ensayo para la propagaciôn de virus
Para el estudio de la sintomatologia y citolo­
gia producidas por los virus objeto de nuestro trabajo, uti 
lizamos diverses plantas de ensayo donde inoculâmes mecani­
camente los virus a estudiar. Dichas plantas se han manteni 
do en invernadero a temperatura constante de unos 202C y 
con luz artificial en épocas desfavorables. Han sido las si 
guientes:
Chenopodiaceas: Chenopodium araaranticolor
Chenopodium quinoa 
Spinacea oleracea
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Cruciferas: Anthirrhinus majus 
Brassica napus 
Brassica oleracea 
Cherianthus cheiri 
Matthiola annua
Papillionaceas: Phaseolus vulgaris
Vicia faba, var. "Aguadulce"
Solanaceas: Lycopersicum sculentum 
Nicotiana clavelandi 
Nicotiana glutinosa
Nicotiana tabacum var. "White Burley" 
Petunia hybrida
Umbeliferas: Apium graveolens
Para ensayos de infectividad, hemos empleado 
plantas que producen lesiones locales al ser inoculadas por 
los distintos virus objeto de nuestro trabajo, lo cual nos 
puede dar una idea cuantitativa de la infecciôn por recuen- 
to de las lesiones. Las plantas utilizadas han sido:
Chenopodium amaranticolor 
Chenopodium quinoa
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2. OBTENCION DE PROTOPLASTOS
En todas las experiencias hemos obtenido los 
protoplastos por métodos enzimâticos, realizando la diges­
tion del material intercelular y la pared celular conjunta- 
mente, mediante una soluciôn de pectinasa y celulasa.
Como paso previo al tratamiento enzimâtico hay 
que esterilizar las hojas y desprender su epidermis infe­
rior para faciliter la penetraciôn y actuaciôn de las enzi- 
raas. Los métodos que hemos utilizado para obtener protoplas 
tos de diferentes especies vegetales son los que se detallan 
a continuaciôn
2.1. Método de Davey (1975)
Incluye una preplasmolisis anterior a la diges- 
tiôn enzimâtica y ha sido empleado en la obtenciôn de proto­
plastos de Vicia faba var. "Aguadulce", introduciendo algu- 
nas modificaciones como sustituir la celulasa por "driesela- 
sa" e incrementar ligeramente la temperatura. Los pasos a se 
guir son los siguientes:
- Esterilizaciôn de las hojas por inmersiôn en 
etanol al 70% durante un minuto e hipoclorito sôdico al 2% 
treinta minutes.
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- Lavados sucesivos en agua destilada esteril
- Eliminaciôn de la epidermis inferior con pin-
p
zas y cortar las hojas ya peladas en trozos de 1 6 2 cm
- Preplasmolisis en sacarosa esteril al 2^% du­
rante una hora a temperatura ambiente.
- Digesti6n enzimâtica, incubando los protoplas 
tos a 25-C durante 20 horas en una soluciôn esteril de:
pectinasa al 5#
celulasa al 5# pH = 5,8
sacarosa al 25^
- Centrifugaciôn a 2?0g durante 5 minutes y la­
vados sucesivos con sacarosa esteril al 25^.
2.2. Metodo de Prat y Poirier-Hamon (1975}
Se caracteriza por el alto rendimiento de proto 
plastos intactes obtenidos en un escaso période de tiempo 
(2,5 horas). Hemos obtenido protoplastos de Matthiola annua 
(alheli) mediante el siguiente proceso:
- Esterilizaciôn de las hojas introduciendolas 
en dodecilsulfato sôdico(SDS) al 0,1# en agitaciôn durante 
2,5 minutes, y en cloramina T al 0,5# diez minutes.
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- Cinco lavados de las hojas en agua destilada
esteril.
- Desprender la epidermis inferior y cortar las
p
hojas en trozos de 1 6 2 cm
- Digestion enzimâtica durante 2,5 horas a 3220 
en reposo, con una soluciôn de:
drieselasa al 0,27#
pectinasa al 5 # pH = 5,5
manitol 0,7 M
- Centrifugaciôn a lOOg 2 minutes y resuspender 
très veces en manitol 0,7 M y sacarosa al 2# para lavar los 
protoplastos obtenidos.
2.3. Metodo de Chupeau y colaboradores (1974)
Consiste en el ataque enzimetico de las células 
de mesôfilo por una soluciôn muy diluida de dos celulasas y 
una pectinasa que actuan lentamente y de forma continuada.
Este método es el que nos ha dado majores resul 
tados con hojas de Nicotiana tabaccum var. "White Burley", 
asi como con Vicia faba y Matthiola annua. Las etapas a se­
guir son las siguientes:
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- Lavado de las hojas en dodecilsulfato sôdico 
al 1# durante tres minutes, agitando constantemente con una 
espatula.
- Esterilizaciôn de las hojas, sumergiendolas 
en una soluciôn de cloramina T al 1 #
- Lavados sucesivos en agua destilada esteril
- Desprender la epidermis inferior con la ayu-
da de pinzas y cortar las hojas, ya peladas, en trozos de
2
unos 2 cm
- Digestion enzimâtica, colocando el mesôfilo 
de las hojas sin epidermis sobre una soluciôn enzimâtica que 
contiene:
macerozyma R-10 0,02
celulasa Onozuka 0,10 #
pH = 5,7
drieselasa 0,05 #
manitol 0,7 M
Se mantiene durante toda la noche (14 - 16 ho­
ras) a 25-0 en plaças de Petri y en reposo.
- Agitaciôn suave de las plaças inmediatamente 
antes de centrifuger, con el fin de desprender los protoplas 
tos que puedan quedar adheridos entra si o a la epidermis su 
perior de la hoja.
- Centrifugaciôn a 100g durante un minuto para 
sedimentar los protoplastos
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- Resuspender tres veces en manitol 0,7 M y 
cloruro calcico 0,1 mM para lavar los protoplastos obtenidos
2.4. Recuento de protoplastos
Para determiner el rendimiento de los protoplas 
tos intactes obtenidos, hemos procedido al recuento de los 
mismos en una "Camara de Thoma" mod. 96 BRAND, calculando 
el numéro de protoplastos obtenidos a partir de una cantidad 
determinada de hojas frescas.
3. CULTIVO PE PROTOPLASTOS
Los protoplastos aislados han sido incubados en 
diverses medios de cultivo donde se han mantenido intactes 
durante varies dias y han llegado a dividirse. Los medios de 
cultivo utilizados han sido:
a) Medio B-5 (Gamborg,1968): formado por un con 
junto de raacronutrientes y raicronutrientes junto con vitami­
nes y otros compuestos orgânicos.
b) Medio de Prat y Poirier-Hamon (1975): posee
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auxinas que estimulan la division celular haciendo aparecer 
embrioides a los pocos dias.
c) Medio de Aoki y Takebe (1969): posee unica- 
mente nutrientes celulares esenciales gracias a los cuales, 
los protoplastos se mantienen inalterados durante varies 
dias sin llegar a dividirse.
La composiciôn de estos medios de cultivo se 
Indica a continuaciôn.
TABLA III - MEDIO B-5
Componentes mg/1 Componentes cant./I
PO^HgNa 150 SO^Mn • HgO 10 mg
NO^K 3000 BO^H^ 5 mg
S0^(NH^)2 134 SO^Zn • 7 HgO 2 mg
SO^Mg . 7 HgO 500 MoO^Na2 • 2 H2O 250 ug
ClgCa • 2 H^O 150 SO^Cu 25 ug
Fe-Secuestreno 330 28 CI2C0 • 6 H2O 25 ug
Ac. nicotinico 1 IK 750 ug
Tiamina - CIH 10 Sacarosa 20 g.
Piridoxina - CIH 1 2,4-D 2 mg
m-Inositol 100 pH = 5,5
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TABLA IV - MEDIO DE PRAT Y POIRIER-HAMON
Componentes mg/1 Componentes mg/1
NO3K 2000 m-Inositol 5000
CIK 1500 Caseina 400
ClgCa• 2 HgO 1500 Ac. nicotinico 5
NOjNH^ 800 Piridoxina CIH 0,5
SO^Mg . 7 HgO 400 Tiamina CIH 0,5
PO^HgK 200 Ac. fôlico 0,5
SO^Mn • 4 HgO 50 Biotina 0,5
BCyH^ 20 6-Benciladenina 0,5
SO^Zn • 4 HpO 20 2,4-D 0,9
MoO^Nag . 2 HpO 0,5 D-manitol 0,7 M
SO^Fe • H^O 5 Sacarosa 0,06 M
pH = 5,7
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TABLA V - MEDIO DE AOKI Y TAKEBE
Componentes Molaridad Componentes ug/ml
PO^H^K 0,2 mM 6-Benciladenina 1
NO5K 1 mM 2,4-D 1
SO^Mg 1 mM Cefaliridina 500
ClgCa 10 mM Rimocidina 10
IK 1 uM pH = 5,4
SO^Cu 0,01uM
El cultive de protoplastos ha side realizado
siempre en medio liquide, segûn dos modalidades:
- En repose a 25 - 50-C con iluminaciôn constante
de luz fluorescente blanca (2500 lux)
En agitaciôn suave, incubando a 25^0 con ilumina 
ciôn constante de 2500 lux, tras mantenerlos to- 
da la noche en la oscuridad.
Dado que los procesos de obtenciôn y cultive 
de protoplastos no se han llevado a cabo en condiciones to 
talmente estériles, a todos los medios de cultive les
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hemos anadido Cefaloridina (500 ug/ml) y Fungizona (200 ug/ 
ml) para evitar contaminaciones bacterianas y fungicas res­
pect ivamente.
4. INFECOION DE PROTOPLASTOS POR VIRUS
La infecci6n de protoplastos por un purificado 
de virus, ha sido realizada siguiendo las directrices de Ot 
suki y Takebe (1975-1976), asi como de Shalla y Petersen 
(1975), con algunas modificaciones. De este modo, hemos lo- 
grado infectar protoplastos de diverses especies vegetales 
con los virus del mosaico del nabo (TuMV) y del mosaico ama 
rillo de la judia (BYMV), ambos pertenecientes al grupo de 
los Potyvirus, asi como con el virus de simetria icosaedri- 
ca, no caracterizado.
El procedimiento de infeccion de protoplastos 
ha sido muy similar al inocular con los virus de tipo Y que 
con el virus esferico, puesto que las diferencias se han de 
bido a la concentraciôn de los inôculos, al pH, y a los 
tiempos de preincubacion e incubacion, siendo mâs elevados 
en el caso de los Potyvirus.
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La inoculaciôn de protoplastos de células del 
parénquima comprende los siguientes pasos:
12) Aislamiento de protoplastos; por cualquie 
ra de los métodos anteriormente descritos, conservandolos 
en manitol 0,7 M a una concentracion de 10^ células/ml
22) Preincubacion del virus con poliornitina; 
diluyendo un purificado de virus (que servira de inôculo) 
en tampon citrato o borato, segûn el virus, hasta una con­
centraciôn de 5 - 25 ug de virus/ml, conteniendo D-manitol 
0,7 M y poliornitina (PM = 130000, Pilot Chemical) a 3 ug/ 
ml. Esta preincubaciôn se lleva a cabo en un baho de agua 
a 25^0 durante 10 6 20 minutes, con agitaciôn ocasional 
suave.
3-) Inoculaciôn de protoplastos;la soluciôn 
de virus/poliornitina se mezcla con un volumen igual de pro 
toplastos frescos (recién resuspendidos en manitol 0,7 M) y 
se mantienen 15 ô 30 minutes en un baho de agua a 25-0 agi- 
tando suavemente de forma ocasional.
42) Lavado de protoplastos; por centrifugaciôn 
a 100g un minute, resuspendiendo très veces en manitol 0,7M 
y dorure câlcico 0,1 mM para eliminar el exceso de virus 
que no ha sido absorbido por los protoplastos.
5-) Incubaciôn de los protoplastos inoculados; 
en.el medio de Aoki y Takebe (1969) a una concentraciôn de
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1 - 3 • 10^ protoplastos/ml con iluminaciôn constante de 
luz fluorescente blanca (20001ux) a una temperatura de 282C
Las condiciones de la infecciôn han sido dife- 
rentes segun el virus utilizado como inôculo, quedando resu 
midas en la siguiente Tabla.
TABLA - VI
CONDICIONES OPTIMAS EN 
DE PROTOPLASTOS POR
QUE SE REALIZO LA INFECCION 
DIFERENTES VIRUS VEGETALES
1.- PREINCUBACION TuMV BYMV ESFERICO
Concentraciôn del virus 30 ug/ml 25 ug/ml 6 ug/ml
Concentraciôn de PLO 6 ug/ml 6 ug/ml 3 ug/ml
Tampôn citrato 0,02 M 0,02 M
Tampôn borato 0,05 M — — —
pH 8,2 5,8 5,0
Tiempo en minutes 20 20 10
2.- INOCULACION TuMV BYMV ESFERICO
Concentraciôn del virus 15 ug/ml 12,5 ug/ml 3 ug/ml
Concentraciôn de PLO 3 ug/ml 3 ug/ml 1,5 ug/ml
Protoplastos/ml 5 • 10^ 5 • 10^ 5 • 1q 5
Tiempo en minutes 50 20 15
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5. ENSAYOS DE INFECTIVIDAD
Como prueba de que la infeccion de los proto­
plastos ha tenido lugar, hemos realizado ensayos de infecti 
vidad sobre plantas testigo utilizando como inôculo un ex­
tracto de los protoplastos infectados.
Se tomaron porciones allcuotas de 5 ml del me­
dio de incubaciôn, conteniendo protoplastos inoculados, a 
distintos tiempos para ser sometidas a centrifugaciôn (100g 
1 minute); Los sedimentos se dispersan en 5 ml de tampôn 
fosfato 0,1 M pH = 7 y se congelan antes de ser inoculados 
sobre plantas de ensayo.
Una vez descongelados, los protoplastos fueron 
rotos violentamente por ultrasonidos durante dos minutes, 
utilizando un Sonicador M S E - 150w Mk2. El homogeneizado 
résultante se utilizô como inôculo sobre hojas de Chenopo- 
dium amaranticolor y Chenopodium quinoa, que produjeron le- 
siones locales a los 8 - 1 0  dias.
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6. METODOS DE INOCULACION DE VIRUS
La transmisiôn de virus a diferentes plantas
de ensayo, en todos los casos, se ha realizado de forma me
cânica, empleando carborundo (400 mesh) como abrasivo y la 
vando a continuaciôn las hojas con un poco de agua.
Como fuente de inocule,generalmente, se ha 
utilizado savia bruta y a veces, suspensiones de virus pu­
rificado. La savia ha sido obtenida por trituraciôn de ho­
jas o tallos de plantas enfermas y diluida, en ocasiones, 
con tampon fosfato 0,01 M pH=7 para evitar posibles pérdi 
das de infectividad por variaciones del pH.
El numéro de plantas inoculadas de cada espe­
cie, ha sido de seis a echo, raâs una o dos como testigo.
Cuando ha sido posible, las inoculaciones se
han realizado sobre plantas de ensayo jôvenes (de 15 a 50 
dias), evitando siempre el periodo critico de crecimiento 
donde el daho por inoculaciôn puede causar la muerte de la 
planta.
Los sintomas empiezan a aparecer a las 2 ô 5 
semanas de la inoculaciôn, pudiendo estar influenciados 
por las condiciones de luz y temperatura durante las dis­
tintas estaciones del aho.
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7. METODOS DE PURIFICACION DE VIRUS
La obtenciôn de suspensiones de virus purifi- 
cados nos ha servido tanto para realizar una serie de deter 
minaciones fisico-quimicas (forma, tamaho estructura, pro- 
piedades...etc) como para inocular protoplastos sanos de di 
ferentes especies.
Los métodos de purificaciôn empleados han sido 
los que incluyen el uso de disolventes quimicos como cloro- 
formo o tetracloruro de carbono, o bien la precipitaciôn 
con polietilén-glicol 6000(PEG-6000).
Para la purificaciôn se recolectan hojas de 
plantas que, llevando de diez a veinte dias inoculadas, pre 
sentan sintomas évidentes; se pesan y se mantienen unas 24- 
48 horas en congelador para faciliter la trituraciôn y eli­
minar una serie de compuestos, normales en la planta, que 
se insolubilizan al congelar.
Las hojas, una vez pesadas y congeladas, se 
trituran en presencia de un tampôn adecuado, obteniendo sa­
via que es sometida a una desproteinizaciôn con solventes 
orgânicos y a una serie de centrifugaciones diferenciales 
para eliminar todos los contaminantes.
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7.1. M|todo_de_Moghal_y Prançki_(197ê}
Este método ha sido utilizado para el aislamien 
to de los dos virus del grupo Y de la patata (TuMV y BYMV), 
en sus dos versiones:
a) Precipitando con polietilenglicol-6000
h) Ahadiendo triton X - 100
Realiza una homogeneizaciôn con tampôn borato 
0,5 M pH=8 para evitar la agregaciôn de estes virus pues, 
como es sabido, los virus del tipo Y presentan problemas al 
purificarlos por su tendencia a formar agregados.
a) Precipitaciôn con Polietilenglicol. Las ho­
jas pesadas y congeladas, se homogeneizan con dos volumenes 
(W/V) de tampôn borato 0,5 M pH=8, ahadiendo 0,15# de âcido 
tioglicôlico como antioxidante y medio volumen (W/V) de clo- 
roformo y tetracloruro de carbono.
Seguidamente, se filtra el homogeneizado a tra- 
ves de varias capas de gasa y la savia obtenida se somete a 
una serie de centrifugaciones diferenciales hasta aislar el 
virus.
El esquema del método utilizado se describe a 
continuaciôn, teniendo présente que todo el proceso ha de
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realizarse a una temperatura entre 0 - 42C;
très
ciclos
hojas congeladas
homogeneizaciôn en:
tampôn borato^O,5M pH=8 (2 v) 
acido tioglicôlico 0,15# 
cloroformo y Cl^C (1/2 v)
homogeneizado
centrifugaciôn 8.000 g (10')
sobrenadante
filtraciôn, papel Watman n2 4
filtrado
adiciôn de PEG-6000 (4^) y ClNa (2#) 
agitaciôn 15" 
reposo 60'
precipitado
centrifugaciôn 8000g (10')
sedimento
resuspender en t. borato 0,5M (l/5v) 
agitaciôn 120' 
centrifugaciôn 8000g (10')
^sobrenadante
ultracentrifugaciôn 78000g(75')
sedimento
resuspender en t. borato 0,05% y 
EDTA 0,005 M , 12 horas
clarificar a BOOOg (10')
SUSPENSION DE VIRUS
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b) Adicion de Triton X - 100. Para el aislamien 
to del virus del mosaico del nabo (TuMV), hemos utilizado el 
mismo método anterior con la particularidad de que en lugar 
de PEG, se ahade Triton X-100 al filtrado de savia:
tres
ciclos
Filtrado + TritonX-100 (5# v/v)
agitaciôn 50'
centrifugaciôn 8000g (10')
-> sobrenadante
ultracentrifugaciôn 78000g (75')
sedimento
resuspender en t. borato 0,05M y 
EDTA 0,005M, 12 horas
clarificar a 8000g (10')
SUSPENSION DE VIRUS
7.2. Mitodg_de_lqt (1972)
Emplea cloroformo y polietilenglicol-6000, ha- 
biendo sido utilizado en la purificaciôn del virus esférico.
Las hojas, una vez pesadas y congeladas, se ho­
mogeneizan en presencia de tampôn citrato 0,5 M pH=6,5 y cio 
roformo (2 ml de cada uno/g de hojas) para desproteinizar y
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eliminar la clorofila y otros posibles contaminantes. Se aha 
de también un 0,1# de âcido tioglicôlico (antioxidante).
Todo el proceso debe realizarse en fric (420) y 
su esquema es el siguiente:
savia + tampôn + cloroformo
clarificar 6000g (10')
interfase
6000g (10')
Sobrenadante-2 PEG (10#)
fase acuosa
6000g (10')
Sobrenadante-1
agitaciôn 15' 
reposo 30-40'
centrifugaciôn 7000g (20')
sedimento
resuspender en:t.citrato 0P5M
tritonX (2#) 
centrifugar15000g (20')
sobrenadante
ultracentrifugaciôn 78000g 
(2,5 horas)
sedimento
suspender en agua destilada 
clarificar a 5000g (10')
SUSPENSION DEL VIRUS
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8. DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS
Segun Brakke (1%7), un espectro de absorciôn 
con luz ultravioleta puede servir como prueba de la pureza 
que posee una preparacion de virus, si présenta el aspecto 
tipico de nucleoproteinas, esto es, un minime a 240 nm se- 
guido de un màximo a 260 nm. Asi mismo, las medidas de la 
absorcion con luz ultravioleta, en soluciones de virus pu­
rificado, son indicatives de la concentracion y composicion 
cuantitativa de las mismas (Schuster ,1964; Donbrov/,1967) .
Hemos determinado los espectros de absorciôn 
con luz ultravioleta, de todos los virus purificados, entre 
longitudes de onda de 230 a 300 nm, en un espectrofotômetro 
Unicam mod. SP-500. Se ha utilizado como bianco, el propio 
tampôn en que se hallaba diluido el virus y a veces agua des 
tilada. En todas las purificaciones se han calculado los va- 
lores de E max/E min,E 260/280 asi como la concentraciôn del 
virus y el rendimiento alcanzado.
Para la realizaciôn de los espectros de absor­
ciôn de geles de poliacrilamida, hemos utilizado un espectro 
fotômetro "Gilford"mod. 250 ajustado a una velocidad de 2 
pulgadas/minuto para el registre y 2 cm/min para el gel.
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9. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
Actualmente, son muy utilizados los geles com­
puestos por poliacrilamida. La acrilamida présenta ventajas 
sobre otras sustancias por ser un producto organico simple, 
y comercialmente se puede obtener lo suficientemente pure 
para ser empleada directamente; esta relativa pureza es una 
ventaja sobre otras sustancias como agar, agarosa o almidon 
hidrolizado que, por ser de origen biologico, suelen estar 
contaminadas.
El gel tiene la posibilidad de cribar ciertas 
sustancias de elevado peso molecular, aunque tengan idénti- 
ca movilidad en soluciôn libre; asi, la red del gel impone 
una resistencia de fricciôn al paso de moléculas de diferen 
tes tamahos que serân retrasadas segûn sus dimensiones. La 
alta resoluciôn de la técnica de geles de poliacrilamida 
depende de la posibilidad de preparar geles con poros de di 
ferentes tamahos, lo que se puede hacer simplemente ajustan 
do la concentraciôn del monômero de acrilamida antes de po- 
limerizarlo.
La formaciôn del gel ocurre en presencia de 
pequehas cantidades de un formador de redes o "cross-lin- 
ker”, la NN*- metilenbisacrilamida, ahadida al monômero de 
acrilamida. Ademâs, para realizar la polimerizaciôn son ne-
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necesarios un catalizador, el persulfate arnonico, y un ini 
ciador de la polimerizaciôn, TEMED (NNN'N'- tetrametilendi 
amina).
Todas las experiencias han sido realizadas 
con un equipo de electroforesis ISCO mod. 1270
9.1. Electroforesis de las proteinas virales
Un paso previo al analisis de proteinas vira­
les en electroforesis consiste en disociarlas, es decir, 
deshacer los agregados y por tanto, desnaturalizar en par­
te la proteina para liberarla de sus multiples uniones a 
otras molecules proteicas y al âcido nucleico. La disocia- 
ciôn de la proteina del virus debe hacerse con el minimo 
de desnaturalizaciôn concomitante.
Hemos utilizado el método de Lane (1974) que 
emplea un detergente (dodecilsulfato sôdico) como agente 
disociador y el tampôn de electroforesis de Peacock y Ding 
man (1967) diez veces concentrado (10 X), cuya composiciôn 
es la siguiente:
Tris-clorhidrico .... 108 g
por litro
EDTA disôdico   5,7 g
pH=8,5
Acido bôrico .......  '55 g
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Partimos de una suspension de virus purifica­
do y la mezclamos con un volumen igual del tampon disocia­
dor de la proteina que contiene:
Sacarosa.......................  5 g
Tampon de electrof oresis   7,5 ml
Agua destilada.................. 7,5 ml
Dodecilsulfato sôdico al 10# .... 0,5 ml
Mercaptoetanol .................  1/50 v
Be incuba dos minutos en un baho de agua hir- 
viendo con lo cual queda disociada la proteina.
Para realizar la electroforesis de las protei 
nas virales hemos empleado geles de poliacrilamida (9,5 # 
de acrilamida) cuya composiciôn quimica es la siguiente:
IIN'-metilen-bisacrilamida  250 mg
Acrilamida  4,75 g
Agua destilada  17 ml
Tampôn de electroforesis lOX ... 10 ml
U r e a   24 g
SDS al 1 0 #   0,5 ml
Persulfate amônico al 10#   0,08 ml
La gelificaciôn tiene lugar en un baho de
agua a 4020 polimerizando en 15 - 20 minutos (10 ul de TE­
MED por 25 ml). Sobre la superficie del gel se deposits.
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urea 8 M con 1# de dodecilsulfato sôdico (SDS) y tampôn de 
electroforesis 2X.
Se llenan los recipientes para la electrofore 
sis con tampôn 2X, la cuba superior contiene ademâs un 0,1 
# de SDS.
Partimos de un purificado de virus que dilui- 
mos hasta una concentraciôn de 0,5 mg/ml con tampôn de 
electroforesis y se mezcla con un volumen igual del tampôn 
disociador de la proteina. Las muestras (unos 10 ul) se so 
meten a lelctroforesis durante 5 horas a temperatura am­
biante, aplicando un potencial constante de 100 voltios.
Una vez concluida la electroforesis, los geles 
se tihen en una soluciôn de azul brillante de cumasina al
2# que contiene 9 volumenes de âcido acético, 45,5 de meta
nol y 45,5 de agua destilada.
Se destihen por difusiôn en una soluciôn con
70 ml de âcido acético y 250 ml de metanol, diluida con
agua destilada hasta un litro.
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9.2. Electroforesis de los âcidos nucleicos virales
El procedimiento empleado en la electroforesis 
de âcidos nucleicos es similar al de las proteinas, incluse 
utiliza el mismo tampon de electroforesis (Lane, 1974). La 
composiciôn del gel de poliacrilamida (2,9 % de acrilamida) 
es la siguiente:
NN'-metilën-bisacrilamida   144 mg
Acrilamida.....................  2,76 g
Agua destilada   85 ml
Tampôn de electroforesis lOX .. 10 ml
Sacarosa   5 g
SDS al 10 #   1 ml
Persulfate amônico al 10 # .... 1 ml
Por cada 25 ml de la soluciôn del gel se aha-
den 40 ul de TEMED y polimeriza a los 4 minutos. Sobre el 
gel se deposita una soluciôn conteniendo el tampôn de elec­
trof oresis mas SDS en un 0,05 #•
Para realizar la electroforesis del RNA viral, 
hay que llevar a cabo la disociaciôn del virus en sus com­
ponentes (proteina y RNA), para lo cual utilizamos el si - 
guiente tampôn disociador:
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Se conserva 
a -20QC
Tampon l O X .........  5 ml
SDS al 10 #   10 ml
Urea 10 M ..........  7,5 ml
Mercaptoetanol   0,5 ml
Sacarosa    4,5 g
Antes de la electroforesis, las muestras de 
virus se diluyen con el tampon de electroforesis, calculân 
dose que contengan de 100 a 500 ug de RNA/ml. Las muestras 
se mezclaron con 1/4 - 1/2 de volumen del tampon disocia­
dor, e inmediatamente antes de la electroforesis se calien 
tan durante 5 minutes a 502C.
Se llenan las cubas de electroforesis con tam 
pôn IX y la superior confondra ademâs un 0,05 # de SDS.
Las muestras son depositadas sobre la superficie del gel, 
debiendo contener unos 5 ug de RNA en 50 ul de soluciôn.
El potencial ha sido ajustado a 100 voltios y 
la electroforesis se realiza a temperatura ambiente duran^ 
te 3,5 horas,aproximadamente.
Terminado el proceso, los geles se tihen una 
hora en azul de toluidina al 0,1# conteniendo metanol al 
50# y âcido acético al 0,5 #• Se destihen durante toda la 
noche en metanol del 40# y âcido acético al 1 # , seguido 
de varias horas en âcido acético al 10 #.
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9•5* Determinaciôn de pesos moleculares por electroforesis
El calcule de pesos moleculares a partir de 
una electroforesis, donde corren muestras de peso molecu­
lar conocido junto con un virus, RNA o proteinas, esta ba- 
sado en la existencia de una relaciôn de proporcionalidad 
directa entre el peso molecular de estas sustancias y su 
movilidad electroforética al atravesar un gel en presencia 
de un campo electrico (Boedtker, 1971).
Se realiza una representaciôn grâfica de movi 
lidades frente a pesos moleculares (en escala semilogaritmi 
c^ de las muestras conocidas y, tras ajustar la recta, po- 
demos deducir el peso molecular que corresponde a una movi 
lidad electroforética dada.
A veces,en lugar de movilidades pueden medir- 
se las distancias recorridas por las diferentes sustancias 
al atravesar el gel.
Los pesos moleculares de las proteinas vira­
les calculados por nosotros, han sido determinados utili­
zando como muestras control:
- Aldolasa (147000) - Mioglobina (17800)
- Seroalbûmina bovina (67000) - Citocromo-C (12400)
- Quimotripsinégeno A (25000)
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10. MICROSCOPIA ELECTRONICA
Hemos empleado los métodos de "tincién negati­
ve " para el estudio de los virus aislados mediante purifica 
cion y en savia de plantas. Las técnicas de "certes ultrafi 
nos" han sido utilizadas para estudiar la ultraestructura 
de células infectadas, la localizaciôn de las particules de 
virus y su posible interacciôn con los orgânulos celulares, 
tanto si se trata de células aisladas (protoplastos) como 
si estân formando parte de un tejido.
10.1. Técnicas de tincion negative
Se han empleado para la observaciôn directa de 
savia (permite realizar contrôles periôdicos de las plantas 
de ensayo) o en purificaciones de virus, en cuyo caso pode- 
mos determiner el tamaho, concentraciôn y estructura de las 
particules.
Todos los métodos utilizados (Hall, 1955; Hux­
ley, 1956) tienen en esencia el mismo fundamento que consis 
te en lograr colocar sobre un soporte el objeto a tehir, 
junto con una soluciôn de algûn métal pesado (tungsteno o 
uranilo). Dichos metales forman una pelicula alrededor del 
objeto impidiendo el paso de los electrones, con lo cual se
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obtiene una imagen negative del mismo.
Nosotros, hemos utilizado una soluciôn de âci 
do fosfotungstico (P.T.A.) al 2# en agua destilada, lleva- 
da a pH=7 con hidrôxido potasico, que se mezcla con una 
suspensiôn de virus purificado a partes iguales (Brenner y 
Horne, 1959). En ocasiones, hemos empleado acetato de ura­
nilo obteniendo una tinciôn positiva de los virus.
En el caso de preparaciones a partir de savia 
mezclamos una gota de la soluciôn de âcido fosfotungstico 
con otra gota de savia obtenida por presiôn de la hoja o 
por corte de la misma (Brandes, 1957).
En cualquier caso, una gota de la mezcla se 
deposita sobre una rejilla soporte con una pelicula de for 
mwar y otra de carbôn vaporizado; se deja un minute y se 
retira el exceso de liquide con una piteta Pasteur estira- 
da, dejando secar para observar la preparaciôn al microsco 
pio electrônico.
A veces, se realiza una fijaciôn previa del 
virus, mezclândolo con una soluciôn de formaldehido al 2# 
(Kelley y Kaesberg, 1962; Gibbs y col. 1963) para evitar 
la ruptura de las particulas por al P.T.A. (Hull y col. 
1969).
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Para determinar el tamaho de las particulas 
virales en tinciôn negative, hemos calculado la media arit 
metica del diâmetro del virus esférico medido sobre foto- 
grafias (Hitchborn y Hill, 1965). Para los virus de tipo Y 
hemos medido las particulas, observando que presentan dis­
tintos tamahos y existe una"longitud principal" facilmente 
destacable mediante histogramas (Bode y Kdhler, 1952 ; 
Brandes y Wetter, 1959).
10.2. Técnicas de certes ultrafinos
Nos ha permitido estudiar la ultraestructura 
de los protoplastos y plantas de ensayo inoculadas, despues 
de comprobar su infecciôn por sintomatologîa y los métodos 
de tinciôn negative descritos anteriormente.
Este método utiliza pequehos trozos de tejido 
(1-2 mm^) de zonas de la hoja donde los sintomas de la en- 
fermedad son mas patentes. Estes trocitos (piezas) se some- 
ten a una serie de pases por distintas sustancias, siguien­
do un proceso que consta de las siguientes fases:
a) Fijaciôn en una soluciôn de tetrôxido de osmio
b) Deshidrataciôn en una serie de acetonas
c) Inclusiôn en una résina "epoxy" (Araldita)
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a) Fijaciôn.- Suele realizarse una prefijaciôn 
con glutaraldehido al 5# (Sabatini y col. 1963) en tampon 
Veronal pH=6,9. Tras permanecer 45 minutos a 42C se precede 
a lavar las piezas con el tampôn 4 ô 5 veces (cada 10 minu­
tos). A continuaciôn se realiza la fijaciôn propiamente di- 
cha en una soluciôn de tetrôxido de osmio (Palade, 1952).
La soluciôn fijadora'Talade" se prépara en el 
memento de usarla, mezclando a partes iguales una soluciôn 
de tetrôxido de osmio al 2# con una "soluciôn tampôn Vero­
nal". Estas dos soluciones madrés, se pueden conserver en 
frie durante largo tiempo. La "soluciôn tampôn veronal" es­
ta formada por:
Soluciôn A: Veronal sôdico ......... 14,7 g
Acetato sôdico  .......  9,7 g
Agua destilada.........  500 ml
Soluciôn B: Acido clorhidrico 0,1 M
Soluciôn C: Agua destilada
y se prépara mezclando estas tres soluciones en la propor- 
ciôn de 2 : 2 : 1 respectivamente.
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b) Deshidrataciôn.- El material se deshidrata 
en una serie de acetonas de concentraciôn creciente que va 
desde el 30# hasta el 100# (Ryter y Kellenberger, 1958).
El contraste, en la fase de deshidrataciôn, se obtiene con 
una soluciôn de acetato de uranilo al 2# en acetona de 70#.
c) Inclusiôn.- Las piezas se incluyen en una 
résina epoxy "Araldita" (Glauert y Clauert, 1958). Como 
sustancia "puente" entre la acetona y la araldita se em - 
plea ôxido de propileno (Luft, 1961). El proceso de la in 
clusiôn se realiza utilizando dos mezclas de araldita, cu- 
yas composiciones son las siguientes:
Mezcla Araldita I
Resina epoxy araldita ..........................  49#
Anhidrido dodecil succinico (endurecedor 964) ... 49# 
Ptalato de butilo (plastificador 964) ..........  2#
Mezcla Araldita II
Se obtiene ahadiendo tridimetilamino-fenol (acelera- 
dor 964) en un 3-4 # a la Mezcla Araldita I
estas mezclas se preparan 20 minutos antes de su empleo con 
servandolas a 502C para obtener una homogeneidad adecuada.
A continuaciôn esquematizamos todo el proceso:
tejido fipdo
c o
Ü
B
2 ;a 
Ic
8 
o
co
3
73c
Gcetona 30% (l5m in.)  
acetona 50%  (30min) 
acetonoj 70% (30 min.) 
contraste (1 2 -2 4 h.)I
ccetbna 9 0 %  (30 min.) 
acetona 100% (30 min.)
I
acetona 100%-t-S0 4 Cu (30  min.) 
acetone  ^ 100% + SO^Cu (30min.)
I
acetona 100% +  SO^Cu (30min.)
I
oxido propileno+AralditaI (3:1)
} (2h.)
oxido propileno+Araldita I (2:2) 
f (2h.)
oxido propileno+Araldita I (3:3)
I (24 h.)
Araldito I  (2h.,50®C)
1
Aroldita I (2 4 l i ,5 0 °C )
I
Aroldita l l ( lh . ,5 0 °C )
1
Aroldita II (30  min.,50X)I
Aroldita I I  (48h,70®C)en ccosulas do çolatino 
j 0 moides
Bloque de inclusion
oxido propilcno (Ih.)
i
oxido propileno (Ih.)
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10.2,1. Cortes ultrafinos de protoplastos
En el case particular de la preparaci6n de 
protoplastos para ser observados al microscopio electroni- 
co,hemos realizado algunas modificaciones que afectan pri- 
mordialmente a la "fijacion”, como son, trabajar con peque 
nos trozos de agar conteniendo protoplastos (Gigot y col. 
1972), o bien fijar los protoplastos en suspension (Cocking 
y Pojnar, 1969; Willison y Cocking, 1972). El proceso segui 
do ha sido el siguiente:
Fijacion; se realize mezclando a partes igua- 
les una suspension de protoplastos con una solucion fijado- 
ra que contiene:
glutaraldehido ............   12 %
cloruro calcico   1 %
cloruro magnesico   1 %
tampon Millonig (1/10) .....  pH=6,l
manitol ....................  0,7 M
Esta soluciôn se ahade gota a gota agitando 
constantemente y manteniendola a 4^0 durante 49-60 minutos.
Lavados : en tamp6n Millonig (1961) diluido 
diez veces (1/10), conteniendo manitol 0,7 M y clururos cal 
cico y magnesico al 1 Para realizar estos lavados de pro 
toplastos, hay que centrifuger a lOOg 1 6 2 minutos hasta
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sedimentarlos, resuspendiéndolos très veces en el citado 
tampon.
Postfijacion; en una solucion de tetrôxido de 
osmio al 2 0, en agua destilada, conteniendo manitol 0,7 M 
que se mezcla con un volumen igual de una suspension de 
protoplastos ya lavados. (Otsuki y col. 1972).
Esta fijacion se lleva a cabo durante 1,5 6 2 
horas, agitando cada 10 minutos para impedir que los proto 
plastos sedimenten y su fijacion resuite defectuosa.
Inclusion en agar: a un sedimento de protopla
tos fijados (100g 2') se anaden varias gotas de agar al 
(mantenido liquide a 45-50^0), agitando suavemente con un 
punzôn para que el agar envuelva a los protoplastos.
Cuando el agar solidifica por enfriamiento, se 
somete a deshidratacion, fraccionamiento en trozos pequenos 
(1-2 mm5) y posterior inclusion en Araldita, siguiendo el 
mismo proceso que las piezas de tejido (Kubo y col. 1976).
En ocasiones, hemos trabajado desde un princi­
ple con pequenos cubes de agar que contienen protoplastos, 
realizando todos los pasos posteriores como si se tratara 
de trozos de hojas (Gigot y col. 1975).
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10.5. Obtencion de certes ultrafinos
Los certes se ban obtenido con un ultramicro- 
tomo sobre una solucion alcohôlica al 10 utilizando cu- 
chillas de vidrio fabricadas por nosotros. La recogida de 
estos certes se realiza por una modificaciôn de la técnica 
de Gettner y Hillier (1950), empleando una rejilla con pe- 
lîcula de formv/ar que por contacte queda con los certes ad 
heridos, una vez que estes han sido estirados con vapores 
de cloroforme.
Hemos realizado certes de un grosor que osci- 
la entre 400 y 600 A, utilizando un ultramicrotomo Reichert 
y un piramitôm L.K.B.- 11800.
10.4. Tinciôn de certes ultrafinos
Ademas del contraste que se le dâ a la pieza 
(con el acetato de uranilo) en la fase de deshid.rataci6n, 
los certes son tehidos con una solucion de citrate de plo- 
mo, siguiendo la técnica de Watson (1958), modificada por 
ReynoIds (1965)•
Consiste en colocar la rejilla con los certes
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sobre pequenas gotas filtradas de una solucion de citrato 
de plomo (15 minutos) y lavar después abundantemente con 
agua destilada. La solucion de tinciôn debe estar total- 
mente exenta de carbonates, para evitar la formaciôn de car 
bonato de plomo que précipita sobre los certes impidiendo 
la visibilidad de los elementos celulares.
Las observaciones microscôpicas se han lleva- 
do a cabo en un microscopio electrônico Siemens mod. Elmis- 
kop I, opérande a 80 y 100 Kilowatios.
CAPITULO III. RESULTADOS EXPERIMENTALES
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1. EXPERIENCIAS REALTZAHAS CON PROTOPLASTOS
1.1. Obtencion de protoplastos
Empleando los procedimeintos descritos en el 
capitule de Material y Métodos, hemos aislado protoplastos 
de diverses plantas superiores utilizando métodos enzimâti 
cos con un tratamiento conjunto de celulasa y pectinasa 
(Kassanis y V/hite, 1974).
La aplicacion de una solucién diluida de enzi 
mas durante un tiempo prolongado (Chupeau y col. 1974) nos 
ha dado muy buenos resultados con todas las especies végé­
tales con que hemos trabajado, siendo los rendimientos ob­
tenido s los siguientes:
Matthiola annua (alheli) ........   10^
Vicia faba, var. "Aguadulce" (haba) ..........  5,6*106
Nicotiana tabacum, var. "White Burley" (tabaco).. 7 *10^
El método rapide de Prat y Poirier-Hamon(1979 
nos ha permitido alcanzar un resultado favorable con hojas 
de alheli (5,2 • 10^ protoplastos/g de hoja) en el escaso 
periodo de tiempo de 2,5 horas.
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Protoplastos intactes de habas ban sido aisla 
dos con éxito por el método de Davey (1975) que emplea una 
preplasmolisis en sacarosa. Los rendimientos obtenidos de 
este modo han sido de 5,4 • 106 protoplastos/g de hojas. 
Esta disminucion del rendimiento respecte de Chupeau y col 
(1974) se ve compensada por el hecho de que hemos evitado 
la fusion de protoplastos entre si, le cual es especialmen 
te notable en el case de hojas jovenes (Withers y Cocking,
1972).
Hemos seguido el curso de los protoplastos 
aislados por observaciones constantes al microscopio opti- 
co pudiendo apreciar que el protoplasto recién obtenido se 
présenta totalmente esférico, lo cual indica que ha perdi- 
do por completo su pared celular y responds simplemente a 
la presiôn osmôtica del medio en que se encuentra.
Por observaciôn directe en contraste de fase, 
pueden verse los cloroplastos de color verde situados en 
la periferia, junto a la membrane plasmâtica, asi como una 
gran vacuola central ocupando casi todo el protoplasto
(Fie 1).
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1.2. Cultivo de protoplastos
Hemos realizado el cultivo de protoplastos en 
medio llquido, utilizando los medios B-5 (Gamborg, 1968), 
de Prat y Poirier-Hamon (1975) y de Aoki y Takebe (1969), 
cuyas composiciones respectivas se indicaron en las Tablas 
III - IV y V. Los resultados obtenidos con los diferentes 
medios de cultivo son descritos a continuaciôn:
Medio B-5: hemos podido cultivar protoplastos 
de Vicia faba, var. "Aguadulce", observando que entraban 
en division a las 50 horas de cultivo.
El tipo de divisiôn mâs frecuente es peculiar 
pues del protoplasto se separan dos porciones de diferente 
tamaho, una de éllas es pequeha y muy densa mientras que 
la porcion mayor aparece con escaso citoplasma y una gran 
vacuola (Fig. 2, A y B).
A veces se dividen por biparticion, formando 
un tabique que reparte equitativamente el citoplasma entre 
las dos celulas hijas (Fig 2, D y E).
También hemos observado la formacion de yemas 
por gemacion, originando una estructura de aspecto cenoci- 
tico (Fig 2, F).
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Cuando se produce la divisiôn, el protoplasto 
ya ha regenerado una nueva pared celular, observable al mi 
croscopio de luz, y comprobado porque estas células no son 
plasniolizadas en ausencia de manitol 0,7 M.
Con escasa frecuencia hemos observado la fu­
sion intraespecifica de protoplastos de habas, durante su 
aislamiento o cultivo en el medio B-5, pudiendose haber 
producido protoplastos polinucleados (Fig 2,G).
Medio de Prat y Poirier-Hamon: hemos cultiva- 
do protoplastos de Matthiola annua en este medio, observân 
dose su primera division a las 20 horas de cultivo.
Los protoplastos se fragmentan de forma irre­
gular, observandose divisiones por biparticiôn, gemaciôn y 
ambas a la vez (Fig 5, A B y C).
A los 5 ô 4 dias de cultivo, estas divisiones 
anôrquicas han dado lugar a la formaciôn de "embrioides" 
(Fig 3, D y E).
Hay que hacer notar que la temperatura e ilu- 
rainaciôn a que se cultivaron estos protoplastos, apenas in 
fluye en la velocidad con que se dividen los mismos, pués 
células cultivadas a 28GC con iluminaciôn constante de 
2500 lux, y a 4QC en la oscuridad, han logrado dividirse 
prâcticamente al mismo tiempo.
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Medio de Aoki y Takebe: en este medio no he - 
mos observado division alguna de protoplastos con ninguna 
de las especies cultivadas (Nicotiana tabacum, var. "V/hite 
Burley", Matthiola annua y Vicia faba, var. "Aguadulce".
Los protoplastos se conservan intactes duran­
te très o cuatro dias, con la particularidad de que su ci­
toplasma aperece gradualmente mâs denso (Fig 1, D).
1.5. Microscopia electrônica de protoplastos
Hemos logrado observar protoplastos completes 
al microscopio electrônico mediante la técnica de cortes 
ultrafinos, con las variaciones introducidas por Otsuki y 
col.(1972), para ser aplicada a protoplastos.
La membrana plasmâtica aparece entera y des- 
provista de restes de pared celular, lo cual nos demuestra 
que estâmes trabajando con protoplastos de células.
1.3.1. Observaciôn de protoplastos sanos
Las imâgemes observadas al microscopio optico 
se han visto ratificadas por las conseguidas al electréni- 
co, donde se mantiene la disposicion periférica de los
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cloroplastos que aparecen mâs o menos unidos entre si y 
prôximos al plasmalema. El interior del protoplasto apare­
ce ocupado por una gran vacuola. Los nucleos, cloroplastos 
y demâs orgânulos celulares presentan un aspecto normal, 
quizâs algo alterados por el largo proceso a que ha sido 
sometido el protoplasto hasta su observaciôn (Figs 4 y 5)•
Con bastante frecuencia hemos apreciado una 
gran actividad del protoplasto sano, como lo demuestra el 
hecho de que sus cloroplastos suelen entrar en divisiôn y 
se comportan como orgânulos autônomos siendo capaces de 
capturar y englober a las mitocondrias (Figs 4 B y 5 A).
En protoplastos sanos de Vicia faba, var. 
"Aguadulce" hemos observado un fenômeno curioso, no descri 
to hasta ahora en la literatura, consistante en que la cé- 
lula va formando masas de citoplasma,muy densas a los elec 
trônes, a partir de su propia materia viva; estas masas de 
rivan del protoplasma prôximo a los cloroplastos 0 a la 
membrana celular y son expulsadas hacia la vacuola donde 
aperecen constituidas por una sustancia muy osmiôfila, pro 
bablemente citoplasma degenerado (Fig 5, B y C).
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1.3.2. Observaciôn de protoplastos infectados
La ultraestructura que presentan los proto­
plastos inoculados e infectados, con los virus que han sido 
objeto de nuestras investigaciones, fue analizada por m: - 
croscopîa electrônica obteniendo los siguientes resultados:
1^) Protoplastos de Matthiola annua infectados 
con el virus del mosaico del nabo (TuMV) aparecen totalmen
te invadidos por distintas inclusiones virales, habiéndose
podido observar:
- "Grandes inclusiones densas", formadas por laminas 
mas o menos extensas que se cierran sobre si mis-
mas originando cilindros huecos. En secciôn longi­
tudinal se presentan como gruesas barras, no rec- 
tas, de longitud apreciable y perfiles muy bien 
deflnidos. En ocasiones dejan ver una estriacién 
lonri tudinal correspondiente a las particulas de 
virus que se disponen de forma paralela (Fig 7 y 8)
- "Anillos gruesos" de forma circular o eliptica y 
que corresponden a las anteriores inclusiones al 
ser cortadas transversalmente. A veces se presen­
tan dos do estos anillos unidos por un trazo recto 
lo que nos hace suponer que corresponde a la sec-
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cion de una lamina, formada por agregados de vi­
rus, que se hubiera enrrollado por sus dos extre- 
mos (Fig 6 y 7 B y C).
- "Inclusiones en forma de remolino o roseta", si­
guiendo un cierto orden helicoidal. Los remolinos 
pueden presenter un numéro variable de brazos que 
salen de un punto central, siendo este tipo de in 
elusion el menos frecuente (Fig 6 B y 7)•
2^) Protoplastos de Vicia faba, var. "Aguadul 
ce infectados con el virus del mosaico amarillo de la judia 
han desarrollado las siguientes inclusiones:
- "Formaciones en barra" muy densas y casi rectas 
distribuidas por todo el citoplasma (Fig 8 y 9).
- "Cristales de proteina" muy densos electrônica- 
mente, que suelen acompanar a las anteriores in­
clusiones (Fig 8, A y B).
- "Formaciones fibrilares" localizadas entre las ba 
rras densas; parecen estar formadas por largas y 
flexuosas particulas de virus, observândose con 
escasa frecuencia (Fig 9 A).
- "Tubulos" mas o menos largos que aparecen rodea- 
dos por masas de citoplasma. Por su tamaho, estos
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tubulos pueden ser homologados a las "formacicnes 
en barra" pero su localizaciôn no es intracitoplâs 
mica sino perivacuolar e intravacuolar, aparecien- 
do siempre envueltos por un citoplasma muy deiso 
(Fig 9 C y D). Ningun tipo de inclusion semejante 
a este ha sido descrito hasta el momento para el 
virus del mosaico amarillo de la judia.
Protoplastos de Nicotiana tabacum, va?. 
"White Burley" infectados con el virus de simetria icosaé- 
drica (esférico), nos ha permitido observar:
- Grupos de particules esféricas asociadas al plas­
malema, pudiendose apreciar claramente la ausencia 
de pared celular (Fig 11, A).
- Agregados cristalinos formados por particules de 
virus y localizados en las vacuoles o el citojlas- 
ma (Fig 11, B).
- Particules esféricas aisladas, prôximas a la nem- 
brana plasmâtica del protoplasto (Fig 11, C)
- Nunca hemos encontrado particules de virus en el 
nucleo ni en sus proximidades.
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1.4. Infeccion de protoplastos por virus
La inoculacion de protoplastos por un purifi- 
cado de virus se ha realizado siguiendo las directrices de 
Otsuki y Takebe (1973-1976) asi como de Shalla y Petersen 
(1973), con las modificaciones ya indicadas. Los proto­
plastos, una vez inoculados con la mezcla "virus-poliomi- 
tina", fueron cultivados en el medio de Aoki y Takebe(1969) 
manteniendolos 5 o 4 dias a 28QC con una iluminaciôn cons­
tante de 2500 lux.
Pudimos llevar a cabo, por primera vez, la in 
fecciôn de protoplastos con virus del grupo Y de la patata: 
virus del mosaico del nabo (TuMV) y virus del mosaico ama­
rillo de la judia (BYMV). Asi mismo, logramos infectar pro­
toplastos de tabaco con nuestro virus esférico, no caracte- 
rizado.
En todos los casos, la infecciôn de protoplas­
tos ha sido comprobada por microscopia electrônica y ensa- 
yos de infectividad.
Mediante microscopia electrônica hemos reali­
zado un estudio de la infecciôn viral, observando que los 
distintos virus han penetrado en el citoplasma, llegando a
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alterar el metaboiismo celular para la sintesis de sus pro 
pias proteinas.
Por recuento de los protoplastos observados, 
hemos estimado el porcentaje de la infecciôn con cada uno 
de los virus, llegando a los siguientes resultados:
Virus Especie vegetal Protoplastosinfectados
TuMV Matthiola annua 60 %
BYMV Vicia faba 55 ^
ESFERICO Nicotiana tabacum 28 i>
El porcentaje de infecciôn obtenido con el vi 
rus esférico es bastante inferior al postulado para el "vi 
rus del mosaico del pepino" mediante anticuerpos fluores­
centes (Otsuki y Takebe, 1976), pero hay que hacer constar 
que nosotros solo hemos considerado los protoplastos que 
se hallaban intactes y precisamente los infectados son mâs 
inestables y , por tanto, pueden haberse roto durante los 
procesos a que han sido sometidos.
También se han llevado a cabo "Ensayos de in- 
fectividad", con protoplastos infectados, para comprobar 
que la infeccion ha tenido lugar.
85.
Los protoplastos,inoculados con distintos vi­
rus y cultivados, fueron homogeneizados a diferentes ttem­
pos para servir de inôculo en ensayos de infectividad so­
bre hojas de Chenopodium amaranticolor. El mâximo de lesio 
nés producidas sobre dichas hojas, ha sido alcanzado a dis 
tintos tiempos de incubaciôn segûn el virus utilizado, tal 
como se indica a continuaciôn;
Virus inoculado 
a protoplastos
Mâximo de lesiones 
por hoja
Tiempo de 
incubaciôn
TuMV 41 62 horas
BYMV 30 80 horas
ESFERICO 45 70 horas
El proceso de la infecciôn sera tratado con 
mâs detenimiento al referirnos a las experiencias realiza- 
das con cada virus en particular, habiéndonos limitado 
aqui a adelantar una breve sintesis de los resultados obte 
nidos.
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2. EXPERIENCIAS REALIZADAS CON EL "VIRUS DEL MOSAICO DEL 
NABOV (TURNIP MOSAIC VIRUS, TuMV)
La fuente de obtenciôn de este virus fueron 
plantas de alheli (Cherianthus cheiri) encontradas en Ma­
drid y que presentaban un mosaico acusado en las hojas con 
deformaciôn, junto a un escaso desarrollo.
2.1. Sintomatologia en plantas de ensayo
Un extracto de savia infectada con este virus 
ha sido inoculado mecanicamente a diverses plantas de ensa 
yo, obteniendo los siguientes resultados:
Brassica napus: a los 10 6 15 dias de la in­
fecciôn aparece un ligero moteado que se generalize dando 
lugar a zonas clorôticas acompahadas de lineas necrôticas 
formando una especie de grabado (Fig 12, A).
Plantas que llevaban qO dias inoculadas produ 
jeron anillos necrôticos intensos acompahados de clorosis 
en las zonas prôximas. Estos anillos necrôticos nos hicie- 
ron saber que estabamos trabajando con una variedad denomi 
nada "virus del anillo necrôtico de la col" (Cabbage black 
ring virus) (Fig 12, B).
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Brassica oleracea; desarrolla pequenas man- 
chas necrôticas que se observan muy bien en el envés de la 
hoja.
Matthiola annua: présenta un mosaico acusado 
acompahado de deformaciôn leve de las hojas (Fig 13, A).
Cherianthus cheiri: produce un marcado mosai­
co con deformaciôn de la hoja, todo éllo unido a un retra- 
so en el crecimiento de la planta (Fig 13, B).
Chenopodium quinoa: a los 19 - 20 dias produ­
ce lesiones locales necrôticas y clorôticas que terminan 
en un amarilleamiento total de la hoja (Fig 13, C).
Chenopodium amaranticolor: présenta lesiones 
clorôticas a los 10 - 15 dias de la inoculaciôn.
2.2. Purificaciôn del virus
Para el aislamiento de este virus hemos utili 
zado una variante del método de Moghal y Franchi (1976), 
que realiza un tratamiento con cloroformo y tetracloruro 
de carbono en tampôn borato (évita la agregaciôn del virus) 
aplicando poteriormente Tritôn X-100. Generalmente hemos 
partido de 100g de hojas de alheli que congelâmes antes de 
comenzar el aislamiento.
88.
Como comprobaciôn de que el método de purifica 
cién ha sido bueno, realizamos tinciones negativas, con âci 
do fosfotungstico, de la suspension final del virus purifi- 
cado. Observâmes que la preparaciôn esta limpia de cual - 
quier contaminante y aperecen abundantes particulas de vi­
rus largas y flexuosas, como corresponde a un virus del gru 
po Y de la patata (Fig 14, A y B).
Podemos apreciar que estas particulas mantie- 
nen su individualidad, pues no han llegado a agregarse, si 
bién se observa una tendencia de las mismas a unirse entre 
si por los extremos dando el false aspecto de particulas 
muy largas. Su longitud principal esta comprendida entre 
700 - 800 nm (Grâfica 1).
2.3. Estudios_espeçtrgfptqmétricos
Como criterio de la pureza alcanzada por la 
suspension del virus aislado, hemos procedido a realizar su 
espectro de absorciôn con luz ultravioleta obteniendo un es 
péctro tipico de nucleoproteinas, con un mâximo de absor- 
cién a 260 nm y un minime a 240 nm (Grâfica 2). Hay que ha­
cer notar que el tampon borato en que se hallaba diluido el 
virus pesee una gran densidad éptica a longitudes de onda 
inferiores a 240 nm, lo cual nos induje a realizar las co- 
rrecciones oportunas.
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La concentraciôn y el rendimiento alcanzados 
en la purificaciôn fueron calculados teniendo en cuenta que 
1 mg de virus en 1 cm de recorrido de luz dâ un coeficiente 
de extinciôn de 2,4 cm2 a 261 nm (Purcifull, 1966):
A(260) = 3,2
Relaciân de absorbancia 260/280 = 1,38
Relaciôn de Emax/Emin = 1,31
Concentraciôn del purificado = 1,35 mg virus/ml
Rendimiento = 93,2 mg de virus/Kg de hojas
La relaciôn de absorciôn 260/280 nos indica un 
escaso contenido de âcido nucleico (RNA) en la particula vi 
ral(9^) (Stace-Smith y Tremaine, 1970; Hill y Shepherd,1972)
I,os mâximo s rendimientos alcanzados por otros 
autores (McDonald y Hiebert, 1979) para este virus son del
orden de l^O - 70 mg de virus/Kg de hojas, lo cual nos indi­
ca que hemos conseguido un buen rendimiento.
2.4. Determinaçiôn_de_la_prgteina_viral
La electroforesis de la proteina constitutiva 
de la cubierta proteica del virus del mosaico del nabo (en 
gel de poliacrilamida), preparada por disociaciôn directs 
del virus,nos diô como resultado una sôla banda (Fig 13 E).
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El espectro de absorciôn de les geles a 575nm 
(absorcion del azul de cumassina), también resuelve un so­
lo pico que coincide con la banda observada al tenir el 
gel (Grâfica 3).
El peso molecular fue calculado por compara- 
ciôn con proteinas conocidas y ha resultado ser de 35*000 
daltons. La Grâfica 4 refleja la movilidad electroforética 
de la proteina del virus del mosaico del nabo, y las pro­
teinas marcadoras, como una funciôn lineal de sus pesos mo* 
leculares (en escala semilogaritmica).
2.5« Microscopîa electronica
En el estudio de este virus hemos utilizado 
las técnicas de tinciôn negativa y las de certes ultrafinos,
2.5.1. Tincion negative
En preparaciones de savia tenidas con P.T.A., 
sin fijacion previa, hemos podido observer unas inclusiones 
que bâsicamente responden a dos modèles:
If) Plaças de forma alargada con estriaciones muy 
fines, paralelas unas a otras a le largo del 
eje principal de la inclusion, dejando una
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separaciôn de 5 nm entre las estrîas. Asocia- 
das a estas inclusiones aparecen particulas 
de virus (Fig 15, A y B).
2f) Inclusiones irregulares formadas por particu­
les virales que se disponen de forma casi pa- 
ralela unas a otras, siguiendo diverses orien 
taciones (Fig 15, C y D).
2.5.2. Ultraestructura de tejidos infectados
En secciones ultrafinas de Brassica napus y 
Matthiola annua se estudiaron las alteraciones celulares 
producidas por la infecciân viral, observândose las sigui- 
entes estructuras:
If) "Inclusiones denses" distribuidas desorde 
nadamente por todo el citoplasma. Suelen aparecer como ba­
rras dobles casi paralelas, lo que hace penser que se tra- 
ta de un cilindro que deja una matriz menos dense en su in 
terior (Figs 16 y 17).
2f) "Inclusiones en forma de anillos gruesos" 
que corresponden, sin lugar a dudas, a las anteriores in­
clusiones cortadas transversalmente (Fig 16 A y B).
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3-) "Inclusiones en forma de peine" (o cepi- 
llo, si tenenos en cuenta su estructura tridimensional), 
formadas por particulas paralelas de virus dispuestas regu 
larmente como una empalizada que por un extremo se une a 
una inclusion densa y por el otro a una doble membrane 
(Fig 16, A y B). El origen de estas dobles membranes es 
desconocido, pudiendo pertenccer al reticulo endoplasmico 
o mas probablemente haber sido inducidas por la presencia 
del virus.
1^2) "Masas fiblilares" formadas por particu­
les de virus dispuestas paralelamente. Dichas particules 
suelen hallarse prôximas a vacuoles celulares y se ordenan 
fijândose por uno de sus extremes a un sistema de membrane 
(Fig 16 B y 17 A).
5f)"Haces de particulas" ordenadas regularmen 
te que en corte transversal presenter un aspecto casi cris 
talino. El tamaho de estes haces es desigual y se disponen 
en todas direcciones dentro del citoplasma, no apreciando- 
se ningûn tipo de membrane que les envuelva; corresponden 
a las inclusiones en forma de peine o cepillo al ser corta 
das perpendicularmente (Fig 17 A).
Gf) "Inclusiones formando emplies places" con 
cierta orientaciôn longitudinal, uno de cuyos extremes se 
apoya sobre un sistema de doble membrane (Fig 18 A).
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7-) "Estructuras complejas" constituidas por 
una gruesa banda asociada a otras mas finas con aspecto de 
barras flexuosas, bucles y anillos, asî como filamentos pa 
ralelos (probablemente particulas de virus).Estas inclusio 
nés se encuentran prôximas al nucleo y tienen una matriz 
formada por citoplasma con abundantes ribosomas y reticulo 
endoplasmico como corresponde a zonas celulares con una in 
tensa sîntesis proteica (Fig 18, A y B).
En varias ocasiones hemos mencionado la exis- 
tencia de "dobles membranas", cuyo origen es desconocido, 
asociadas a inclusiones de este virus. Hasta ahora no han 
sido descritas dichas membranas en tejidos infectados por 
el virus del mosaico del nabo, como tampoco aparecen en la 
literature las "estructuras complejas" donde se hallan pre 
sentes todos los tipos de inclusion que produce este virus, 
pudiendo ser el lugar de sintesis de las mismas.
2.6. Infecciôn de protoplastos por TuMV
Un purificado del virus del mosaico del nabo 
(TuMV), nos ha servido para inoculer protoplastos de Ma­
tthiola annua que han sido capaces de soportar la multipli 
cacion del virus en su interior. Un 60 % de los protoplas­
tos observados poseian inclusiones virales en su citoplas­
ma, habiendose observado:
98.
- Inclusiones laminares densas (Fig 6 y 7)
- Anillos circulares o elipticos (Fig 7, B y C)
- Inclusiones en remolino o roseta (Fig 6 B y 7)
Estas inclusiones ya han sido descritas con 
detalle en el apartado correspondiente a la microscopia 
electronica de protoplastos (1.3.2.), habiendonos servido 
para comprobar la infecciôn de los protoplastos.
En secciones ultrafinas de protoplastos infec 
tados (Matthiola annua) se reproducen las imâgenes observa 
das en tejidos enfermos por la invasion de este virus, en 
plantas de alheli. No hemos observado las"masas fibrilares" 
las "inclusiones en peine o cepillo", ni tampoco las gran­
des y "complejas estructuras" prôximas al nucleo, que apa­
recen en los tejidos foliares de Brassica napus infectados 
por este virus.
Por tanto, la citologîa de protoplastos de Ma­
tthiola annua, infectados por TuMV, se corresponde con la 
exhibida por células de su misma especie que estan forman­
do tejidos, pero no reproduce estructuras que este mismo vi 
rus es capaz de provocar en especies vegetales diferentes.
El proceso de multiplicaciôn del virus en el 
interior de los protoplastos ha seguido un desarrollo muy
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râpido, casi lineal, durante las 50 horas siguientes a la 
inoculaciôn. A partir de este tiempo se estabiliza, produ- 
ciendo un maxime de 41 lesiones por hoja de Chenopodium 
amaranticolor a las 62 horas de cultive, tal como se indi­
cé en la Grâfica 5.
A distintos tiempos de incubacion, se homoge- 
neizaron porciones de 5 ml del cultive de protoplastos ino 
culados para realizar ensayos de infectividad, obteniendo- 
se los siguientes resultados:
Tiempo de incubacion
0 horas 
1f horas 
horas 
62 horas 
72 horas
Nf de lesiones/hoja
0
12
57 
41
58
Los ensayos de infectividad se realizaron so­
bre médias hojas de Chenopodium amaranticolor, procediendo 
se al recucnto de las lesiones que se produjeron a los 10 
dias de la inoculacion.
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5. EXPERIENCIAS REALIZADAS CON EL "VIRUS DEL MOSAICO AMARI- 
LLO PE LA JUDTA (BEAN YELLOW MOSAIC VIRUS, BYMV)
La procedencia de esta muestra de virus, fue- 
ron plantas de habas (Vicia faba) recogidas en un cultive 
del termine de Aranjuez (Madrid) que presentaban un mesaice 
intense en las hejas junte a un escase desarrelle de las 
plantas.
3.1. Sintomatolecia en plantas de ensaye
Mediante ineculacion mecânica hemes transmiti- 
de este virus a diverses plantas de ensaye, cuya sintemate- 
legia ha sido la siguiente:
Vicia faba, var. "Aguadulce": desarrella un me 
teade intense que se extiende a teda la heja, asi cerne clo- 
resis en las venas seguida de un mesaice acusade en las he- 
jas, las cuales ne suelen sufrir distorsion alguna (Fig 19, 
A y B),
Phaseolus vulgaris: produce manchas clorôticas
que a menudo se extienden a las venas. Junte al mesaice ama 
rille de las hejas suele preducirse un curvamiente y malfer 
maciôn en las mismas.
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Chenopodium amaranticolor; a los 15 dias de 
su inoculaciôn empiezan a aparecer lesiones clorôticas 
acompahadas de un amarilleamiento en los nervios. Termina 
desarrollando una clorosis total donde persisten pequehos 
anillos necrôticos junto a una necrosis acusada en el bor­
de de la hoja (Fig 19 C),
Chenopodium guinea: desarrella escasas lesio­
nes clorôticas (algo mayores que Ch. amaranticolor) que se 
generalizan a teda la planta acompahadas de un amarillea­
miento suave (Fig 19 D).
3.2. Fhrificaciôn_del_virus
Hemos partido de lOOg de hojas de Vicia faba, 
congeladas previamente para faciliter el proceso de aisla- 
miento. Como indicamos en el capitule dedicado a Material 
y Metodos, este virus ha sido purificado por el metodo de 
Moghal y Francki (1976) mediante precipitaciôn por polieti 
lenglicol-6000.
El virus purificado fue observado en tinciôn 
negative con P.T.A., apareciendo con forma de filamentos 
largos y flexuosos (tipicos del grupo de los Potyvirus) 
que han sido medidos dando una longitud principal compren-
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dida entre ?00 y 800 nm (Grâfica 6).
Por microscopia electrônica, hemos comprobado 
que el metodo seguido ha evitado los inconvenientes que 
présenta la purificaciôn de este virus, observando las par 
ticulas de virus sin contaminantes y sin agregarse, pues 
el tampon borato, en que ha sido aislado, anula la tenden- 
cia de este tipo de virus a la aglutinaciôn (Fig 20 A).
3.3. Estudios espectrofotometricos
Hemos realizado el espectro de absorciôn con 
luz ultravioleta del purificado obtenido, apareciendo un 
mâximo a 260 nm y un minimo a 240 nm, como corresponde a 
una suspension de nucleoproteinas (Grâfica 7). Igual que 
con el TuMV, el tampôn borato nos enmascarô los resultados, 
teniendo que realizar las correcciones pertinentes. Obtuvi 
mos los siguientes resultados:
A(260) = 3,0
Relaciôn de absorbancia 260/280 = 1,35
Relaciôn de Emax/Emin = 1,2
Concentraciôn del purificado = 1,25 mg virus/ml
Rendimiento = 30 mg de virus/kg de hojas
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La concentraci6n de virus fue estimada usando 
un coeficiente de extinciôn de 2,4 cm^ /mg a 261 nm (Pur- 
cifull, 1966). El radio de absorciôn 260/280 sugiere un 
contenido en RNA relativaraente bajo (5#) (Damirdagh y She­
pherd, 1970; Hill y Shepherd, 1972).
5.4. Determinaciôn de las proteinas virales
La electroforesis de la cubierta proteica del 
virus en gel de poliacrilamida, resuelve dos bandas prôxi­
mas que han realizado un escaso recorrido, a las cuales co 
rresponde un componente rapide y otro lento (Fig 20 C),
El espectro de absorciôn de estos geles a 575 
nm (absorciôn del azul de cumassina) dâ como resultado dos 
picos prôximos aunque claramente definidos, correspondien- 
tes a las bandas que aparecen al tenir los geles (Grafica ^
Los pesos moleculares fueron calculados por 
comparaciôn con proteinas conocidas resultando unos valo- 
res medios de 209.500 daltons para la proteina râpida y 
262.600 para la lenta (error = 2,1#) (Grafica 9). Estos
valores son excesivamente altos para tratarse de la protei 
na viral que forma los monômeros y concretamente son 6 vo­
ces mas elevados que los calculados para este virus, lo
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que nos hace suponer que la câpside del virus estaria for­
mada por capsômeros con 6 subunidades cada uno (monômeros), 
Estas 6 proteinas deben hallarse unidas entre si por fuer- 
zas electrostaticas intenses y puentes de hidrôgeno que no 
han podido ser destruidos liberando los monômeros bâsicos, 
que serîan subunidades de y \-,700 y 3^*000 daltons respecti 
vamente.
3.5. Micrqsçqpia_oleçtrônica
Hemos estudiado la ultraestructura de este vi­
rus por tinciôn negative y certes ultrafinos.
3.5.1. Tinciôn negative
En preparaciones de savia tenidas con P.T.A., 
hemos podido observer unas particulas filamentosas no res­
tas que se corresponden en aspecto y tamaho con las obteni 
das en preparaciones purificadas de virus (Fig 20, A y B).
También en savia, hemos podido observer unas 
inclusiones en forma de ovillo donde se aprecia que estan 
constituidas por particulas de virus enrolladas (Fig 20 B)
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3.5.2. Ultraestructura de tejidos infectados
En secciones ultrafinas de hojas jôvenes de 
Vicia faba, var. "Aguadulce" infectadas con el BYMV, hemos 
encontrado una serie de estructuras y alteraciones que in­
dicamos a continuaciôn:
IG) "Bandas electro-densas" de gran longitud 
y grosor variable que en profundidad corresponden a lami­
nas puesto que se continuan en varios cortes seriados. Sue 
len tener un recorrido bastante recto aunque, en ocasiones, 
los extremos aparecen enrollados (Fig 21, A y B).
2^) "Inclusiones en barras flexuosas" de dis­
tinta longitud y grosor que en ocasiones salen de un punto 
comûn, siguiendo un cierto orden helicoidal (Fig 22 A y B).
70) "Pequehas formaciones fibrilares", inclu- 
yendo ribosomas en su interior. Los filamentos de que estan 
compuestas, parecen ser particulas de virus y generalmente 
se encuentran entrecruzadas con las inclusiones anteriores 
(Fig 22 C).
4-Q) "Cristales de proteina", muy densos elec- 
trônicamente que aparecen, en grandes cantidades, asociados 
a la infecciôn por este virus. Estan formados por subunida­
des esfericas que, por aposiciôn, van incrementando el tama 
ho del cristal (Fig 22, A y C)
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5-) ’’Cloroplastos alterados", presentando un 
aspecto peculiar, pues los paquetes de granas se unen en­
tre SI por los extremos formando una larga cadena que lle- 
ga a cerrarse sobre si misma, modificando la estructura la 
melar del cloroplasto. Estos cloroplastos poseen en su in 
terior gotas de material lipidico muy denso a los electro- 
nes asi como ribosomas reunidos en pequehos grupos (Fig 23 
A y C).
62) "Estructuras membranosas mielinicas", for 
madas por dobles membranas que se disponen formando circu­
las o elipses concentricos, cuya membrana mas externa per- 
manece uni da al plasmalema o al tonoplasto. Se encuentran 
en las vacuolas de celulas infectadas, formandose en pri­
mer lugar las capas mas externas y despues se originan nue 
VOS sistemas de dobles membranas hacia el interior (Fig 23 
C y D).
7^) "Los nucleolos" de celulas infectadas, su 
elen aparecer divididos en sus dos porciones tipicas,una 
de las cuales se présenta vacuolada y con aspecto granular 
denso, observandose esta morfologla nucleolar con gran fre 
cuencia y mas claramente que en celulas sanas (Fig 23 B).
Estas très ultimas alteraciones celulares que 
hemos observado en tejidos infectados por el BYMV no han 
sido descritas para este virus, mientras que las inclusio-
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nés virales ban servido tradicionalmente, para identificar 
a este virus de leguminosas.
3.6. Infecciôn de protoplastos por BYMV
Un purificado del virus del mosaico amarillo 
de la judia (BYMV), nos sirviô de inôculo para infectar 
protoplastos jôvenes de Vivia faba, var. "Aguadulce" lo- 
grandose multiplicar el virus en un 35 ^ de los casos ob­
servados.
El estudio de la multiplicaciôn del virus don 
tro del protoplasto ha sido realizado por microscopia elec 
trônica pudiendose observar las mismas inclusiones que en 
el caso de tejidos infectados, es decir:
- "Barras densas" de longitud variable (Fig 8 A)
- "Cri stales de proteina" (Fig 8 A y B)
- "Estructuras fiblilares" (Fig 9 A)
Ninguna de las demâs estructuras observadas 
en el tejido se han visto en el interior de protoplastos 
infectados y las inclusiones en "barra" nunca llegan a for 
mar las énormes "bandas electro-densas" que aparecen en ho 
jas infectadas.
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Por otro lado, al infectar protoplastos apare­
cen unas estructuras que no se aprecian en secciones ultra­
finas de tejidos, formadas por largos"tubulos"rectos y del-
gados rodeados por masas de citoplasma muy osmiôfilas que 
van siendo lanzadas hacia la vacuola central, como ya se ex 
plico en el apartado dedicado a la microscopia electronica 
de protoplastos (1.3.2.). Este fenômeno no ha sido observa­
do con anterioridad y parece como si el protoplasto se de- 
fendiera de proteinas extradas, envolviendolas y lanzando- 
las a la vacuola (Fig 9 C y 10).
Al igual que el anterior Potyvirus objeto de
nuestro estudio, el proceso de replicaciôn de este virus en 
protoplastos ha seguido un crecimiento lineal durante las 
primeras 40 horas siguientes a la infecciôn, como lo demues 
tra el aumento progresivo de lesiones por hoja que producer 
los homogeneizados de protoplastos inoculados sobre hojas 
de Chenopodium amaranticolor:
Tiempo de incubaciôn NQ de lesiones/hoja
0 horas 2
0,5 horas 0
20 horas 11
40 horas 28
60 horas 52
80 horas 50
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La infectividad que presentan protoplastos ex 
traidos y homogeneizados a tiempo cero se considéra debida 
a particulas de virus que han quedado adsorbidas o adheri- 
das a los protoplastos y que, al no haber sido eliminadas 
en los lavados sucesivos, conservas su infectividad.
Los protoplastos infectados que fueron homoge 
neizados tras mantenerlos 50 - 80 horas en cultivo, poseen 
una infectividad estacionaria pues ya no aumenta el n2 de 
lesiones/hoja que son capaces de producir, alcanzando un 
mâximo de 52 lesiones/hoja (Grâfica 10).
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4. EXPERIENCIAS REALIZADAS CON EL VIRUS ESFERICO
Este virus fue encontrado en plantas de espi- 
nacas (Spinacea oleracea) de la provincia de Valencia y 
el termine municipal de Aranjuez (Madrid), que presentaban 
un ligero moteado y distorsiones en las hojas, junto a un 
escaso desarrollo. Parece tratarse de un virus esférico 
relacionado con el grupo de los Cucumovirus (virus del mo­
saico del pepino), pero con caracteristicas peculiares se- 
gûn se discutirâ mas adelante.
4.1. Sintomatologîa en plantas de ensayo
Este virus ha sido transmitido mecanicamente 
a diverses plantas de ensayo, donde ha producido los si­
guientes sîntomas:
Nicotiana tabacum, var. "White Burley": desa- 
rrolla a los '3 6 6 dias lesiones necroticas y posteriormen 
te comiensa a aparecer un mosaico generalizado (Fig 24, A),
Nicotiana glutinosa: produce un mosaico acusa 
do con deformaciôn de las hojas y reducciôn en el tamaho 
de la planta
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Spinacea oleracea: produce un mosaico muy sua­
ve junto a distorsiones de la hoja y pequehos crecimientos 
anormales ("enations"). El tamaho de la planta enferma se 
reduce considerablemente (Fig 24 B).
Petunia hybrida: desarrolla una infecciôn gene 
ralizada, con enanismo, distorsion de las hojas y disminu- 
cion en el desarrollo de la planta (Fig 24 C).
Chenopodium amaranticolor: desarrolla lesiones 
necroticas a los S 6 6 dias de la inoculacion (Fig 24 D).
En plantas de Phaseolus vulgaris. Vicia faba 
y Apium graveolens no desarrolla ninguna sintomatologîa.
4.2. Purificaciôn del virus
Este virus fue aislado a partir de hojas infec 
tadas de Nicotiana tabacum var. "l^ Hiite Burley" o Spinacea 
oleracea, utilizando cloroformo para desproteinizar y PEG- 
6000 para precipitar el virus (Lot, 1972).
Tras su purificaciôn fue observado en tinciôn 
negative con P.T.A., sin fijaciôn y con ella, no apreciando 
diferencias entre una preparaciôn y otra; en ambos casos.
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aparecîan pequenas particulas esfericas que tienden a agre 
garse para cristalizar (Fig 25 A y B). También se observe 
el virus en tincion positiva con acetato de uranilo, apre- 
ciandose las particulas con gran nitidez (Fig 25 C). Di- 
chas particulas han sido medidas y poseen un diâmetro de 
27 nm.
4.5* Estudios espectrofotométricos
Como criterio de la pureza alcanzada por la 
suspension purificada del virus, realizamos su espectro de 
absorciôn con luz ultravioleta obteniendo un espectro tipi 
co de nucleoproteinas (Grafica 11), con los siguientes va- 
lores:
A(260) = 4,4
Relaciôn de absorbancia 260/280 = 1,65
Relaciôn de Emax/Emin =1,35
Concentraci6n del purificado = 5,52 mg virus/ml
Rendimiento = 70,2 mg de virus/Kg de hojas
Ta relaciôn de absorciôn 260/280 nos indica 
un alto porcentaje de RNA en la particule (Kaper y col. 
1965)' Ea concentraciôn del purificado se ha calculado te- 
niendo en cuenta que 1 mg de virus en 1 cm de recorrido de 
luz ôA una absorciôn de 5,0 a 260 nm.
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4.4. Caracteristicas fisico-guîmicas
Continuando el estudio de este virus, que nos 
parecio interesante porque podria tratarse de una nueva es 
tirpe del "virus del mosaico del pepino" (Cucumber mosaic 
virus, CMV), muy estable, hemos realizado una serie de de- 
terminaciones con el fin de caracterizarlo:
1^) Punto termico de inactivacion: La tempera 
tura a que el virus en savia deja de ser infective, esta 
comprendida entre 55 - 6020, calentando durante 10 minutes.
22) Lonnevidad del virus "in vitro"; el virus 
purificado, diluido en agua destilada o tampôn citrato, re 
siste durante 15 dias a 420 sin alterar su estructura ni 
perder infectividad.
52) Serologia: un purificado de virus se colo 
c6 frente a antisueros del virus del mosaico del pepino, 
produciendo una intensa linea de reacciôn, lo cual indica 
que ambos virus se hallan estrechamente relacionados.
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4.5' Determinaci6n del acido nucleico viral
Hemos realizado la electroforesis en geles de 
poliacrilamida (2,9 % de acrilamida) del RNA de este virus 
a partir de preparaciones purificadas y disociadas poste- 
riormente (Lane, 1974).
Su electroforesis resuelve cuatro componentes 
que al tenir con azul de toluidina, aparecen como cuatro 
bandas, dos de éllas muy prôximas aunque claramente difere 
nciadas (Fig 25 D). La realizaciôn del espectro de absor­
ciôn de estes geles con luz ultravioleta (sin tenir) y luz 
visible (tenidos) ha confirmado que se trata de cuatro RNAs 
pues aparecen cuatro picos de absorciôn, dos de éllos muy 
juntos (picos 5 y 4) y que corresponden a los RNAs môs râ- 
pidos puesto que han recorrido una mayor distancia (Grafica 
12).
Los porcentajes cuantitativos de los cuatro 
componentes del RNA viral han sido determinados sobre los 
espectros de absorciôn de los geles, cortando y pesando la 
superficie correspondiente a cada pico sobre una linea ba­
se (Lot y Kaper, 1976), obteniendo los siguientes valores:
RIIA-1 ............. 15,5665 % del total
RNA-2 ............  18,5560 % del total
0.5
0.4
O
CD
CVJ
LU
0.2
20 25 30 35
D e n s i t o g r a m a s  d e  g e l e s  d e  p o l i a c r i l a m i d a  m o s t r o n d o  
l a  s e p o r o c i o n  d e  l o s  d i f e r e n t e s  A R N
Fig. 12
125
RNA-5 ............  56,4200 % del total
RNA-4 ............  29,4760 % del total
4.6. Microscopia electronica
En el estudio de este virus hemos utilizado 
las tecnicas de tincion negative para observer preparacio­
nes purificadas y los metodos de certes untrafinos para co 
nocer la citologia de plantas infectadas.
4.6.1. Tinciôn negative
En savia de plantas infectadas no nos fue po- 
sible observer el virus, tanto si las tinciones fueron rea 
lizadas con P.T.A.(fijando con formaldehido o sin fijar) , 
como con acetato de uranilo.
En preparaciones purificadas pudimos observer 
perfectamente particulas de virus que aparecen con forma 
esferica y , a veces, con un punto oscuro en el centre lo 
que se ha interpretado como ausencia de acido nucleico en 
el interior de la câpside que queda hueca (Pig 25 A y B).
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4,6.2. Ultraestructura de tejidos infectados
Hemos estudiado la ultraestructura que presen 
tan plantas inoculadas con este virus en un estado avanza- 
do de la infeccion, pudiendose apreciar;
IQ) "Particulas redondeadas de virus”, locali 
zadas en el nucleo y prôximas al nucleolo. Se presentan 
aisladas o en grupos pequenos y eventualmente tienden a 
asociarse intentendo cristalizar (Figs 26 y 27). Estas par 
ticulas tienen apariencia de tubulos huecos, pero se des- 
carto esta posibilidad porque siempre se presentan con un 
aspecto homogeneo y regular, aunque los cortes de tejido 
se han realizado en todas direcciones.
2Q) Con escasa frecuencia, hemos observado 
unas estructuras de aspecto ”fibrilar" en contacte con el 
nucleolo (Fig 27 C).
No hemos encontrado particulas de virus en el 
citoplasma. Los orgônulos celulares (cloroplastos, mitocon 
drias ...etc) presentan un aspecto normal, no habiendo par 
ticulas virales asociadas a éllos.
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4.7* Infecciôn de protoplastos por el virus esférico
Un purificado de este virus, posiblemente una 
nueva raza del "virus del mosaico del pepino", nos sirviô 
para inocular una suspension de protoplastos de Nicotiana 
tabacum, var. "White Burleyl’ Logramos la infecciôn en un 
28 % de los protoplastos examinados, haciendo notar que 
los majores porcentajes de la infecciôn los conseguimos re 
suspendiendo los protoplastos en manitol 0,7 M y cloruro 
côlcico 0,1 mM inmediatamente antes de la inoculaciôn.
El estudio de la replicaciôn del virus en el 
interior de protoplastos, se ha llevado a cabo por micros­
copia electrônica pudiendo observar que, contrariamente a 
lo que ocurre con tejidos infectados, el virus se localiza 
en el citoplasma y no en el nucleo celular. Hemos consegui 
do ver:
- Grupos de particulas esfericas en el citoplasma 
(Fig 11 A).
- Agregados cristalinos de particulas virales (Fig 
11 B).
- Particulas esféricas aisladas (Fig 11 C).
Ningun tipo de particule ha sido encontrada 
en el nucleo de protoplastos infectados.
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Estos resultados tan opuestos a los obtenidos 
con secciones ultrafinas de hojas infectadas, no debe ex- 
tranarnos demasiado si tenemos en cuenta que podria tratar 
se de una mas entre la gran diversidad de razas existantes 
del "virus del mosaico del pepino", un virus de plantas es 
férico del que apenas se conoce la ultraestructura de su 
infecciôn (Doi y col. 1965; Doi y Yora, 1972 ; Honda y Mat 
sui, 1974).
El desarrollo de la multiplicaciôn del virus 
en protoplastos inoculados ha sido estudiado por ensayos 
de infectividad. A los tiempos indicados a continuaciôn, 
fueron extraidas y homogeneizadas porciones de protoplas­
tos infectados para realizar ensayos de infectividad, obte 
niendo los siguientes resultados;
Tiempo de incubaciôn NQ de lesiones/ho.ja
0 horas 0
15 horas 19
40 horas 55
70 horas 45
90 horas 41
El môximo de lesiones producidas se alcanzô 
con extractos de protoplastos inoculados que llevaban 70 
horas en cultivo, siendo este momento el elegido para
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observar la ultraestructura de los protoplastos.
Representando grâficamente el tiempo que los 
protoplastos infectados han sido raantenidos en el medio de 
incubaciôn frente al numéro de lesiones que han producido 
sus extractos sobre hojas de Chenopodium amaranticolor, ob 
servamos que la curva indica un crecimiento casi exponen- 
cial como corresponde a la replicaciôn del virus dentro 
del protoplasto (Grôfica 15).
Los ensayos de infectividad se realizaron so­
bre médias hojas de Chenopodium amaranticolor que desarro- 
llaron lesiones locales a los 10 dias de la inoculaciôn.
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CAPITULO IV. DISCUSION
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A lo largo del trabajo realizado, hemos de- 
sarrollado el programa previsto, es decir, la obtencion de 
protoplastos végétales y el cultivo de algunos virus en el 
interior de éllos, dedicando especial atencién a las alte- 
raciones citologicas que se producer dentro del protoplas­
to infectado, comparândolas con las que estos mismos virus 
producer en tejidos de plantas.
A continuaciôn examinâmes criticamente los 
resultados obtenidos.
131.
1. TRABAJO REALIZADO SOBRE PROTOPLASTOS
1,1, Produccion de protoplastos
La obtencion de protoplastos ha sido llevada 
a cabo por diversos metodos enzimaticos, consiguiendo en 
todos los casos un elevado rendimiento de protoplastos in- 
tactos (60 - 90 ^ del total de células)• Entendemos por 
protoplastos "intactos" aquellos que aparecen completamen- 
te esfericos al microscopic optico y que, por tanto, res- 
ponde a la presion osmotica del medio en que se encuentran, 
Suelen presentarse con los cloroplastos dispuestos en la 
periferia, dejando una gran vacuola en el centre.
Siempre hemos utilizado un tratamiento conjun 
to de celulasa y pectinasa (Power y Cocking, 1970) en la 
obtencion de protoplastos, evitando de este modo el peli- 
gro de la contaminacion al no tener que renovar la solu- 
ci6n enzimAtica. Tiene cl inconveniente de que résulta môs 
probable la fusiôn de protoplastos durante el aislamiento 
o posterior cultivo (Withers y Cocking, 1972) pero hemos 
salvado dicho obstaculo mediante una pre-plasmolisis en sa 
carosa antes de la digestion enzimatica (Davey, 1975).
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La aplicaciôn de una soluciôn diluida de enzi 
mas (Chupeau y col. 1974) durante un tiempo prolongado 
(1^ 1-16 horas) nos ha permitido alcanzar los majores resul­
tados con todas las especies utilizadas. Begun Gosch y 
col. (1975) un largo tratamiento enzimâtico puede danar el 
plasmalema perjudicando la regeneraciôn de paredes celula­
res, pero nosotros hemos obtenido protoplastos viables que 
resintetizaron una nueva pered y soportaron repetidas divi 
siones. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la so 
luciôn enzimatica utilizada esta muy diluida y no ha llega 
do a lesionar la membrana.
Los efectos de la temperatura durante la incu 
baciôn enzimatica son muy acusados, pues temperatures supe 
riores a 36-C tienen un marcado efecto danino sobre la for 
macion de paredes y divisiôn posterior del protoplasto. No 
sotros aislamos los protoplastos a 25-C, temperatura que 
no afectô en nada al posterior comportamiento de los mis­
mos. Cuando el aislamiento se realizô a 33-C , la diges­
tion enzimAtica redujo su duraciôn aunque disminuyô ligera 
mente la cantidad de protoplastos intactos.
Igualmente importante para el aislamiento de 
protoplastos fue la edad de la planta y la posiciôn que 
ocupan las hojas utilizadas en la producciôn de protoplas­
tos. Nosotros hemos utilizado plantas de 60 a 90 dias
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para trabajar con alheli y tabaco, asi como plantas de ba­
bas de 50 dias. En todos los casos, las hojas no estaban 
completamente extendidas y se hallaban en 7- u 8^ posi- 
cion desde el âpice.
En la literature encontramos que Takebe y col. 
(1968) utilizan hojas totalmente extendidas de 60 a 80 
dias. Por el contrario, Schaskolskaya y col (1975) conside 
ra que las plantas ôptimas a emplear son aquellas que tie­
nen de 7 a 8 dias, no superando jamâs los 20 dias. Coutts 
y Cocking (1972) sugieren que las mejores hojas para la ob 
tenciôn de protoplastos se encuentran en posiciôn 4^ 6 5- 
a partir del âpice.
En nuestro trabajo, hojas con las caracteris- 
ticas indicadas nos han proporcionado los protoplastos mas 
astables y susceptibles a una posterior infecciôn viral.
1.2. Sobre el cultivo de protoplastos
Estos cultivos han sido encaminados a su pos­
terior infecciôn por virus, empleando diversos medios ya 
descritos.
En el cultivo de protoplastos, la presiôn os- 
môtica es de gran importancia para el rendimiento en la
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division y desarrollo de protoplastos (Wallin y Eriksson,
1975)• Nosotros hemos observado que concentraciones de ma­
nitol superiores al 13 % (0,7 M) inhiben el crecimiento de 
los protoplastos volviendolos parduzcos.
Los protoplastos de diversas especies végéta­
les, incubados en medios de cultivo liquidos, reaccionaron 
de forma diferente:
En el medio B-5, protoplastos de Vicia faba 
resintetizaron su pared celular, observândose la primera 
division a las 30 horas.
Esta division ocurre de forma que el proto­
plasto se sépara en dos partes iguales o desiguales, en eu 
yo caso, la mas pequena es muy densa mientras que la mayor 
posee escaso citoplasma. Este tipo de division no ha sido 
descrito hasta el momento, si bien Gosch y col. (1975) se- 
nalan la existencia de protoplastos densos, recien aisla- 
dos, debido a un exceso de antocianina.
La division no ocurre de forma sincrônica en 
todos los protoplastos, pues los hay que no se dividen has 
ta el tercer o cuarto dia de cultivo. Normalmente, no su- 
fren repetidas divisiones de forma que a los 4 dias de cul 
tivo podemos observar una poblaciôn de células pequenas y 
densas junto a otra formada por células claras de mayor ta 
mano. Para el crecimiento continuo de un cultivo de proto-
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plastos en el medio B-5, résulta necesaria la adicion pe­
riodica de nutrientes frescos (Kao y col. 1971).
Con escasa frecuencia, hemos observado (en pro 
toplastos de Vicia faba) un crecimiento celular que consis­
te en la formaciôn regular de yemas, dando una estructura 
de aspecto "cenocitico” muy semejantes a las descritas por 
Gosch y col. (1975) con protoplastos de Daucus carota.
La temperatura a que fueron cultivados estos 
protoplastos fue de 2590, lograndose dividir en estas condi 
ciones, aunque para Zapata y col. (1977) la divisiôn de pro 
toplastos de hojas de tomate esta condicionada a temperatu­
res superiores a los 2590.
Ocasionalmente hemos observado en este medio 
la fusiôn espontanea entre protoplastos de habas que han si 
do aislados por un tratamiento prolongado con Drieselasa , 
Celulasa Onozuka y Macerozyma R-10. Ya Reinert y Hellmann 
(I97I-I973) sehalaron la existencia de protoplastos polinu- 
cleados en preparaciones de Daucus carota (zanahoria) y 
Grambow y col, (1972) indicaron que se trataba de una fu­
sion entre los mismos, ya que sus membranas se pueden fu- 
sionar siempre que estén en intime contacte (Poste y Alli­
son, 1973).
Por otro lado, un preparado comercial de enzi- 
mas crudas puede contener un numéro variable de enzimas de- 
gradativas de la pared celular (Karr y Albersheim, 1970),
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concretamente ha sido puesto de manifiesto el efecto de la 
"Drieselasa" sohre la fusion de protoplastos (Kao y col. 
1974) que al dahar las membranas celulares facilita la fu­
sion (Constabel y Kao, 1974).
En el medio de Prat y Foirier-Hamon fueron cul 
tivados protoplastos de Matthiola annua (alheli) donde tuvo 
lugar su primera division a las 20 horas , habiendo sinteti 
zado previamente una nueva pared celular. Este medio ha re- 
sultado ser muy bueno para las divisiones sucesivas de pro­
toplastos que han podido realizarse incluso a 49C y en la 
oscuridad.
Deducimos que la temperatura no es un factor 
decisivo para la divisiôn celular,como tampoco lo es la luz, 
pues apenas hay un ligero retraso en la divisiôn de proto­
plastos mantenidos a 490 y en la oscuridad con respecto a 
los cultivados a 20-2590 con luz solar. Esto esté, en contra 
de los resultados de Bhojwani y col. (1977) cuyos proto­
plastos de algodôn requieren temperatures relativamente ele 
vadas para dividirse, asi como de Zapata y col. (1977) con 
protoplastos de tomate.
En cuanto a la luz como factor decisivo en el 
cultivo y division de protoplastos existe discrepancia en­
tre los distintos autores, ya que para algunos parece ser 
necesaria en la division celular (Takebe y Nagata, 1973)
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y la captura de aminoacidos del medio externo (Francki y 
col. 1971)» mientras que Bhojwani y col. (1977) consideran 
que la oscuridad es un factor esencial para que los proto­
plastos puedan iniciar su divisiôn.
Esta posibilidad de division que exhibe un re
ducido numéro de protoplastos cultivados en el medio de
Prat, a 09C y en la oscuridad, la hemos interpretado supo-
niendo que estos protoplastos pudieron ser liberados de ce
lulas que ya habian comenzado su ciclo de divisiôn. Tam- 
bien puede ser atribuida al hecho de que este medio contie 
ne una elevada cantidad de iones amonio (800 mg/1 de nitra 
to amônico) que segûn Meyer y Abel (1973) estimulan la for 
macion de paredes celulares, y 2,4-Diclorofenoxiacético 
que régula la division celular (Gamborg y col. 1968).
Se han observado varios tipos de divisiôn, co­
mo la biparticiôn, gemaciôn y ambos a la vez. Despues de 4 
dias de cultivo, empezaron a aparecer masas de células se­
mejantes a embrioides. La division celular en estos embri- 
oides no es compléta, pudiendose apreciar que los tabiques 
formados no separan totalmente las células, quedando el em 
brioide reducido a un sincitio celular, semejante a los ob 
tenidos por Grambow y col. (1972) con protoplastos de zana 
horia en el medio B-3.
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En el medio de Aoki y Takebe, ningun protoplas 
to fue capaz de dividirse pero algunos llegaron a regenerar 
una nueva pared a los 4 6 3 dias de cultivo, como lo demues 
tra el hecho de que no fueran plasmolizados al suspenderlos 
en tampon fosfato o agua destilada. Al cabo de este tiempo 
los protoplastos se mantienen esféricos pero van haciendose 
cada vez mas densos. Esto se interpréta considerando que la 
nueva pared sintetizada los hace aparecer mas compactes y 
oscuros al microscopio optico.
1.3. Observaciones por microscopia electrônica de protoplas
tes sanos
La obtenciôn de cortes ultrafinos nos ha permi 
tido observar protoplastos completes que han perdido to­
talmente su pared celular, hallandose rodeados tan sôlo por 
la membrana plasmâtica.
Las mejores micrografias han sido obtenidas, 
siguiendo las tôcnicas de Otsuki y col. (1972) con algunas 
modificaciones ya indicadas. El método de Gigot y col. 
(1972-1973)» que incluye en agar los protoplastos antes de 
la fijaciôn, tambiôn nos ha dado buenos resultados.
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Al microscopio electrônico los protoplastos 
aparecen esféricos con una banda de citoplasma,alrededor 
de la membrana, donde se hallan el nucleo, cloroplastos y 
demàs orgânulos; el interior aparece ocupado por una gran 
vacuola.
Los orgânulos celulares no sufren grandes al 
teraciones, si se exceptuan los cloroplastos que adquieren 
una gran capacidad metobolica, siendo capaces de dividirse 
y llegan a englobar mitocondrias.
Willison (1973) descubriô, en protoplastos de 
frutos de tomate, una divisién de los cloroplastos, seme­
jante a los subcloroplastos observados por Gigot y col. 
(1973), quien tambien advierte la existencia de densos 
cuerpos amorfos en el estroma asi como pequenas vacuolas 
prôximas a los bordes del cloroplasto, lo cual suele apare 
cer en cultivos celulares de plantas superiores (Sjolund y 
Weier, 1971)» no haciendo menciôn a la captura de mitocon­
drias observada en nuestro trabajo. En cambio, nosotros 
no hemos observado unas series de pseudocristales que sue­
len presenter los cloroplastos de protoplastos aislados 
(Milne, 1972 ; Nagata y Yamaki, 1975 » Gigot y col, 1973). 
Begun Murakami (1972), estos cristales pueden ser induci- 
dos por plasmolisis y estan compuestos por una proteina, 
la carboxidismutasa.
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En protoplastos sanos de Vicia faba, var. 
"Aguadulce", hemos observado un fenômeno no mencionado por 
ningun autor hasta el momento. Se trata de la formaciôn de 
masas citoplasmicas muy densas a los electrones que se van 
separando hasta quedar en la vacuola. Estas masas, de as­
pecto bastante uniforme, empiezan a formarse a partir del 
citoplasma prôximo a los cloroplastos o a la membrana plas 
mâtica, haciendose gradualmente mas osmiôfilas por degene- 
raciôn de la materia viva.
Esta alteraciôn del citoplasma puede ser debi 
da al paso de la forma celular a protoplasto que segun 
Gosch y col. (1973) activa la capacidad morfogenética. Di- 
cha hipôtesis se apoya en el hecho de que sôlo hemos apre- 
ciado estas formaciones citoplasmicas en protoplastos de 
habas, siendo estas plantas las mas jôvenes de nuestras ex 
periencias y por tanto, aun conservan su totipotencia pu­
diendose dediferenciar mas facilmente hacia células meris- 
temâticas.
1.4. Infecciôn de protoplastos por virus
Hemos logrado la infecciôn de distintas espe- 
cies de protoplastos, con los très virus que han sido obje 
to de nuestro trabajo, siguiendo las directrices de Otsuki 
y Takebe (1975-1976) y de Shalla y Petersen (1975) con las
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variantes ya indicadas.
En el aislamiento de protoplastos que van a 
ser inoculados, hemos lavado siempre las hojas con agua 
destilada esteril tras su desinfecciôn puesto que el hipo- 
clorito sodico o la cloramina T pueden tener un efecto in- 
hihitorio de la estabilidad del protoplasto (Power, 1971). 
Asi mismo, todos los lavados de los protoplastos obtenidos 
se han realizado siempre en un medio que contenga Cl2Ca ya 
que résulta indispensable para la estabilidad del proto­
plasto. Pelcher y col. (1974) han demostrado que los io­
nes Ca 2- tambien aumentan la capacidad para regenerar 
paredes y act:van la division de protoplastos de Phaseolus 
vulgaris.(judia).
Hemos llevado a cabo, por primera vez, la in­
fecciôn de protoplastos de plantas superiores por dos miem 
bros del grupo de los Potyvirus, el mayor grupo conocido 
de virus de plantas relacionados serolôgicamente y con una 
similar morfologia (Brandes y Bercks, 1965). Este tipo de 
virus, formado por particulas largas y flexuosas de 700 a 
800 nm, présenta problemas en su estudio por la tendencia 
a agregarse que poseen, lo cual dificulta extraordinaria- 
mente su aislamiento. Esta debe ser la causa de que aun 
no se baya realizado la infecciôn de protoplastos con al- 
gun virus de este extenso grupo.
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Se sabe que la frecuencia de infecciôn de los 
protoplastos depende de la concentraciôn de virus usada en 
la inoculaciôn, habiendose comprobado que para el virus del 
mosaico del tabaco (THV), del mosaico del pepino (CMV) y el 
virus X de la patata (PVX), el numéro de células que van a 
ser infectadas es proporcional al logaritmo de la concentra 
ciôn del virus, dentro de cierto margen (Takebe, 1973).
Nosotros hemos necesitado una concentraciôn de 
13 ug de virus del mosaico del nabo (TuMV) para infectar 
un 60 % de los protoplastos de alheli y 12,3 ug del virus 
del mosaico amarillo de la judia (BYMV)/ml para que un 33^ 
de protoplastos de habas resultaran infectados. En ambos 
casos, para conseguir la infecciôn ha sido necesaria la pre 
sencia de altas concentraciones (3 ug/ml) de poliornitina.
Se habia observado que la poliornitina (PLO) 
resultaba imprescindible para la infecciôn de protoplastos 
por TMV (Takebe y Otsuki, 1969), CMV (Otsuki y Takebe,1975) 
PVX (Otsuki y col. 1974), CCMV (Motoyoshi y col. 1975) y 
AMV (Motoyoshi y col. 1973), pero no es esencial para in­
fectar protoplastos con PEMV (Motoyoshi y Hull, 1974) y BMV 
(Motoyochi y col. 1974).
El efecto de la PLO parece depender de su es­
tructura de "policatiôn" capaz de neutralizar las cargas 
negatives de las particulas virales. Esto facilitaria su
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adsorci6n sobre la superficie de les protoplastos que tam- 
bien estan cargados negativamente (Grout y col. 1972), cono 
ciendose desde hace tiempo la acci6n de poliaminoacidos bâ- 
sicos (incluida la PLO) sobre células animales incrementan- 
do la captura de proteinas (Ryser, 1968) y granules de almi 
d6n (Katchalski y col. 1964).
Takebe (1975) explica el mécanisme de la entra 
da de virus corne una adsorciôn de las particules virales so 
bre la superficie del protoplasto, posiblemente en là forma 
del "complejo virus-PLO", provocando un fendmeno similar a 
la endocitosis. Per su parte, Burgess y col. (1973a-1973b) 
observaron que la PLO causaba lesiones en la membrane faci- 
litando la penetraci6n del virus, hecho que ha side confir- 
mado recientemente per Kassanis y col. (1977) mediante el 
microscopio de scanning habiendo apreciado heridas en el 
plasmalema causadas per les agregados de TMV-PLO.
Per nuestra parte nada podemos anadir a estas 
conclusiones puesto que no hemos observado lesiones en la 
membrane ni tampoco procesos de endocitosis. Tan s6lo en 
la infecciôn de protoplastos con el virus esférico hemos ob 
servado particules rauy proximas al plasmalema que han podi- 
do introducirse en el citoplasma por cualquiera de los dos 
procesos.
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Intentando establecer un paralelo con otras 
experiencias, hemos observado que las cantidades de in6cu- 
lo y poliornitina necesarias para la infecciôn de proto­
plastos por un virus de tipo Y , son algo similares a las 
utilizadas para infectar protoplastos por el "virus X de 
la patata", un virus de simetria helicoidal largo y flexuo 
so (Shalla y Petersen, 1973 ; Otsuki y col. 1974), si bien 
nosotros hemos necesitado mayores tiempos de incubacion y 
preincubaciôn.
La inoculaciôn de protoplastos con el virus 
esférico que hemos estudiado, ha requerido solamente 3 ug/ 
ml para infectar un 28 ^ de protoplastos de tabaco y una 
concentraciôn de PLO de 1,5 ug/ml. Ambos valores son nota 
blemente inferiores a los necesitados para infectar proto­
plastos por cualquiera de los dos Potyvirus, estando mâs 
en concordancia con los utilizados por otros investigado- 
res con el "virus del mosaico del pepino" (Otsuki y Takebe 
1973; Koike y col. 1977).
En todos los cases nos ha dado buenos résulta 
dos para la infecciôn, la utilizaciôn del tampôn citrato, 
si bien se ha comprobado que ciertos virus producer, una in 
fecciôn mas eficaz en presencia de tampôn fosfato (Kubo y 
col. 1974; Barker y Harrison, 1973a)•
La infecciôn de protoplastos por en virus del
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mosaico del nabo se realizô en tampôn borato pH=8,2 , al- 
canzando on estas condiciones los mayores porcentajes de 
infectividad. La infecciôn a pH alcaline es excepcional en 
protoplastos que suelen infectarse a pH=5-5,5* Reciente­
mente se ha logrado con éxito la inoculaciôn de protoplas­
tos a pH=8 (Motoyoshi y Oshima, 1976-1977) y a pH=9 (Bar­
ker y Harrison, 1977b), habiendose observado, tambien, que 
la infecciôn por ciertos virus es relativaraente insensible 
al pH (Kubo y col. 1974). Creemos que estas diferencias 
de comportamiento son debidas a la diferente distribuciôn 
de cargas de cada virus a un pH determinado.
Tnmediatamente antes de la inoculaciôn de pro 
toplastos, los hemos resuspendido en una soluciôn fresca 
de manitol que los hace mâs susceptibles a la infecciôn 
(Otsuki y col. 1972); es posible que esto sea debido a la 
excreciôn de alguna sustancia inhibitoria de la infecciôn.
En todos los casos hemos comprobado la infec­
ciôn de los protoplastos mediante ensayos de infectividad 
sobre plantas testigo que producer lesiones locales. El 
numéro de lesiones nos ha servido de referencia para estu- 
diar el proceso de la replicaciôn viral (Hibi y col. 1975), 
que en el caso de los virus del grupo Y (TuMV y BYMV) ha 
comenzado con un crecimiento casi lineal para estabilizar- 
se a las 40-^0 horas de cultive. Ayudados por los résulta 
dos obtenidos con el microscopio electrônico, hemos inter-
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pretado este crecimiento considerando que tras la penetra- 
ci6n del virus, este se multiplica activaraente llegando un 
momento en que el protoplasto desvia su metabolismo hacia 
la produccion de inclusiones virales (muy abundantes a las 
48 horas de la inoculaciôn), con lo que disminuye aprecia- 
blemente la velocidad de replicaciôn del virus.
En el caso del virus esférico estudiado, el 
numéro de lesiones producidas frente al tiempo que los pro 
toplastos han sido cultivados, nos represents una curva de 
tipo exponencial muy semejante a las observadas para el 
virus del mosaico del pepino (Kioke y col. 1977).
En ocasiones hemos observado una infectividad 
aparente a tiempo cero de inoculaciôn, siendo debida a la 
existencia de virus que ha quedado adsorbido al protoplas­
to y no ha sido tenida en cuenta.
1.5* Microscopia electrônica de protoplastos infectados
Mediante la obtenciôn de cortes ultrafinos he 
mos realizado un estudio de las alteraciones producidas en 
los protoplastos que han sido inoculados por un purificado 
de virus y llevaban 48-70 horas en cultive. Las técnicas
147.
utilizadas fueron las mismas que con protoplastos sanos, 
habiendose apreciado un mayor porcentaje de protoplastos 
dahados o rotos cuando se hallaban infectados por virus. 
Este hecho ha sido atribuido a una pérdida de estabilidad 
en los mismos al tener que soportar la replicaciôn viral 
en su interior.
En general, hemos observado que la distribu­
ciôn de las particulas de virus en protoplastos es testan­
te semejante a la de las células que estan formando teji- 
dos, si exceptuamos los resultados obtenidos con nuestro 
virus esférico, probablemente una nueva raza del "virus del 
mosaico del pepino".
En protoplastos infectados por cualquiera de 
los dos virus del grupo Y de la patata, hemos observado las 
inclusiones tîpicas que forman estos virus en tejidos folia 
res como son: inclusiones densas mas o menos extensas (Ed- 
wardson y col. 1968; Christie y col. 1968), anillos grue- 
sos (Purcifull y col. 1975; Zitter y Cook, 1973) y rempli 
nos o rosetas (Edwardson y Purcifull, 1970).
En protoplastos infectados por TuMV nunca he­
mos observado particulas de virus y en cambio aparecen gran 
cantidad de inclusiones virales distribuidas al azar por el 
citoplasma.
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En protoplastos de habas inoculados con BYMV, 
aparté de las inclusiones formando bandas densas, muy fre- 
cuentes en hojas infectadas por este virus (Weintraub y Ra 
getli, 1966), hemos podido observer unas masas fibrilares 
compuestas por largos y flexuosos filamentos correspondien 
tes a particulas de virus. Este virus se présenta asociado 
a una proteina que forma cristales muy densos constituidos 
por la uniôn de subunidades esféricas, tal como se ha des­
cribe en tejidos enfermes (Rubio-Huertos, 1968).
El hecho mas destacado que hemos observado en 
estos protoplastos infectados ha sido la formaciôn de ma­
sas citoplâsmicas, semejantes a las descritas por nosotros 
en protoplastos sanos, pero aqui aparecen envolviendo a 
unos tubulos rectos, posiblemente inclusiones virales. Es­
tas estructuras no han sido observadas con anterioridad en 
tejidos ni en protoplastos, y parece como si la célula re- 
accionara frente a la invasiôn de proteinas extranas expul 
sândolas de su protoplasma vivo y lanzândolas hacia la va- 
cuola central donde se presentan los citados tubulos rodea 
dos por masas osmiôfilas de citoplasma.
La infecciôn de protoplastos con el virus esfé 
rico estudiado (nueva raza del"virus del mosaico del pepi­
no", CMV), nos ha permitido conocer la distribuciôn de las 
particulas virales que, contrariamente a lo que ocurre en 
tejidos infectados, aqui se localizan en el citoplasma y
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nunca en los nûcleos. Aparecen particulas aisladas, muy 
proximas a la membrana, observandose también grupos de par 
ticulas disperses por el citoplasma o localizados en las 
vacuolas donde toman un aspecto cristalino.
Al parecer, nuestro virus esférico no es el 
unico que présenta una ultraestructura diferente en proto­
plastos y tejidos infectados puesto que tambien se ha des­
cribe una extrana acumulaciôn del virus del mosaico del pe 
pino (CMV) en protoplastos inoculados (Honda y col. 19?4) 
en contraste con la distribuciôn aleatoria de este virus 
en tejidos foliares (Misawa y Ehara, 1966; Honda y Matsui,
1974).
Curiosamente, los protoplastos infectados por 
CMV (Otsuki y Takebe, 1973-1976), tras penetrar por un fe- 
nômeno similar a la pinocitosis, presentan una distribu­
ciôn del virus en su citoplasma muy similar a la que noso­
tros hemos observado con el virus esférico. Aparté de es 
ta localizaciôn citoplasmica, tambien se ha describe la 
existencia de particulas y agregados de CMV en los nucleos 
de protoplastos (Otsuki y Takebe, 1973; Koike y col. 1977), 
hasta el punto de que Honda y col. (1974) sugieren que es­
tas particulas son producidas en el nucleo.
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2. ESTUDIO PARTICULAR DE LOS VIRUS EMPLEADOS
2.1. Virus del mosaico del nabo (Turnip mosaic virus,TuMV)
El virus que fue encontrado en plantas enfer­
mas de alheli, rapidamente fue identificado como el "virus 
del mosaico del nabo", Brassica virus 1, por su sintomato- 
logia sobre plantas de ensayo, concretamente en Cruciferas, 
asi como por sus tîpicas inclusiones visibles al microsco­
pio ôptico y al electrônico.
Este virus,descrito por Schultz (1921), se ha 
lia incluido en el grupo de los Potyvirus junto con casi 
100 virus aparentemente diferentes (Edwardson, 1974), que 
no han sido caracterizados con detalle y muchos se han cia 
sificado segun su morfologîa y propiedades biolôgicas,11e- 
gando a estar considerado como el mayor grupo de virus de 
plantas definido (Harrison y col. 1971; Shepherd y col.
1976).
Plantas de Brassica napus inoculadas mecanica 
mente con este virus produjeron unos anillos necrôticos 
muy marcados lo que nos hizo suponer que estabamos traba- 
jando con la variedad denominada "virus del anillo necrôti 
co de la col" (Cabbage black ringspot virus), hecho compro 
bado mas tarde por la ultraestructura que présenta al mi—
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croscopio electrônico.
El virus esta formado por particulas flexuo- 
sas y su longitud ha sido medida , resultando estar com- 
prendida entre 700-800 nm. Para este virus se han descri­
to longitudes mâximas de 754nm y mlnimas de 680 nm (She­
pherd y Pound, I960).
En tinciôn negative de savia hemos observado 
dos tipos de inclusiones, una de éllas corresponde a los 
"agregados laminares" en forma de rectângulos o triângulos 
descritos por Edwardson y Purcifull (19?0), mientras que 
el otro tipo de inclusion esta formado por particulas de 
virus ordenadas paralelamente que podrlan corresponderse 
con las estructuras en forma de forma de peine o cepillo 
observadas en cortes ultrafinos.
El aislamiento de este virus, en cantidad su- 
ficiente y con la pureza adecuada para obtener una poste­
rior informaciôn sobre su composiciôn qulmica, nos resultô 
dificil hasta la utilizaciôn del método de Moghal y Pran- 
cki(19?6) que nos produjo muy buenos rendimientos cuali y 
cuant it at ivament e.
La dificultad con este virus,y todos los de 
su grupo, estriba en su tendencia a la agregaciôn extreme 
con extreme y do tipo lateral en el curso de su purifica-
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cion, rindiendo un producto final de escasa calidad (Hill 
y Shepherd, 1972). El descubrimiento por Shepherd y Puond 
(i960) de que el TuMV no formaba agregados en tampôn bora­
to (pero si en el fosfato) ha sido la base para utilizer 
metodos de ai slami ento evitando la agregaciôn, y por tanto 
elevando considerablemente los rendimientos.
El espectro de absorcion con luz ultravioleta 
nos confirme la pureza alcanzada en el aislamiento del vi­
rus, i.ndicandonos el radio de absorcion a 260/280 un esca 
so contenido en acido nucleico, concordando con las inves- 
tigaciones realizadas con otros virus del grupo Y de la pa 
tata (Damirdagh y Shepherd, 1970; Ctace-Smith y Tremaine, 
1970).
La proteina de la capside de este virus, mi- 
gro como un components simple en gel de poliacrilamida, re 
sultando tener un peso molecular de 55*000 daltons, valor 
que coincide con los obtenidos para otros Potyvirus (Hill 
y col. 1972 ; Brunt y Kenton, 1972). Hiebert y McDonald 
(1975) utilizando el mismo sistema de geles de poliacrila­
mida han obtcnido dos componentes para la proteina viral, 
uno de elles (lento) coincide con el obtenido por nosotros, 
habiendose determinado un peso molecular de 27*000 para el 
componente rapide. Por su parte. Hill y Shepherd (1972) 
S Ô I 0 obtienen en sus investigaciones sobre TuMV, el poli- 
peptido mas pequeno.
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El estudio de los tejidos infectados por TuMV 
nos ha permitido observer largas y densas inclusiones jun­
to con particulas de virus en zonas de citoplasma con abun 
dantes ribosomas. Estas estructuras coinciden con las des­
critas por Kamei y col. (1969) para este virus y al ser 
cortadas perpendicularmente presentan el aspecto de ani­
llos excentricos o bucles (Weathers, 1972). No nos ha sido 
posible llegar a conocer la estructura interna de estas 
bandas, aunque podrîan estar formadas por paquetes de par­
ticulas virales que al estar fuerteraente comprimidas las 
hace aparecer muy densas al microscopio electrônico.
Tambien hemos encontrado unas inclusiones en 
forma de peine o cepillo constituidas por masas de particu 
las de virus en disposiciôn paralela que por un extremo se 
imen a las densas inclusiones y por el otro a un sistema 
de doble membrana. Dichas estructuras coinciden con las de
scritas por lîayashi y col. (1965) para este virus, siendo 
tambien identicas a las encontradas por Rubio-Huertos y Ve 
la Cornejo (1966) en plantas enfermas de Amaranthus. Cuan­
do estas inclusiones son cortadas transversalmente, dan lu 
gar a haces desigualos de particulas que presentan un as­
pecto casi cristalino, sin que exista membrana alguna que 
los rodee.
Asi mismo hemos observado masas fibrilares 
compuestas por particulas de virus que fijan uno de sus
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extremes a iina membrana. En hojas que presentaban anillos 
necrôticos hemos encontrado unas inclusiones formando pla­
ças con c;i erta orientaciôn longitudinal (parecidas a las 
observadas en tinciôn negative), uno de cuyos extremes tam 
bien se apoya sobre una doble membrana.
En varias ocasiones hemos mencionado la exis­
tencia de dobles membranes asociadas a la infecciôn por es 
te virus, siendo semejantes a las encontradas por Rubio 
Huertos y Vela Cornejo (1966) en células de Amaranthus, pe 
ro no descritas para TuMV. Por el momento, el origen de 
estas dobles membranes es desconocido, pues, si bien pue- 
den pertenccer al reticulo endoplasmico, nunca se observan 
en el citoplasma do colulas sanas, lo que nos hace suponer 
que han sido indiicidas por la presencia del virus.
Tambien on zonas necrôticas observamos unas 
estructuras complejas, en las quo aparece una banda gruesa 
de donde pareccn dorivar otras mas delgadas y flexuosas 
formando anillos o remolinos, todo ello asociado con parti 
culas de virus paralelas entre si. Este tipo de inclusiôn 
complcja no ha sido descrita hasta el momento y se locali­
zan muy proximas al nucleo, teniendo una matriz formada 
por citoplasma con abundantes ribosomas y reticulo endo- 
plâsmico. Esto nos indica quo aqui debe tener lugar una 
intense sintesis proteica, lo cual, unido al hecho de que 
estan présentés casi todos los tipos de inclusiôn que pro-
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duce este virus, nos ha llevado a la conclusion de que po 
dria tratarso del lugar de sintesis del virus asi como de 
las inclusiones por él inducidas. Segun Bald (1966) exis 
ten evidencias de que los ribosomas son necesarios para 
el ensamblajc entre la proteina y el RNA de un virus, reu 
niendose en nuestro caso, muchas condiciones favorables 
para que dicha sintesis tenga lugar.
La infecciôn de protoplastos por este virus, 
sôlo ha producido bandas densas, anillos gruesos y remoli 
nos o rosetas a las A8 horas de cultive. Pensâmes por tan 
to, que estas estructuras son las primeras en formarse 
tras la replicaciôn del virus que signe un crecimiento li 
neal muy rapide hasta que se estabiliza a las 80-60 horas. 
Estas afirmaciones estan de acuerdo con las experiencias 
de Shalla y Petersen (1975) al infectar protoplastos con 
PVX y que sôlo han podido observer los "cuerpos de inclu­
siôn" de este virus despues de que se han acumulado gran­
des cantidades de particulas virales en el citoplasma.
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2.2. Yirus_del_mosaico_amarillo_de_la_judia (Bean_yellgw
mosaic virus, BYMV)
El estudio histologico de la muestra de virus 
encontrada en plantas de haba enfermas, nos permitiô reco- 
nocer al "virus del mosaico amarillo de la judia", Phaseo- 
lus virus 2.
Este virus, descrito por Pierce (195^0 es muy 
semejante al del "mosaico comûn de la judia" (Phaseolus vi 
rus 1), diferenciandose de él en que produce, en células 
de Vicia faba infectadas, unas inclusiones amorfas granula 
res facilmente détectables al microscopio de luz (Rubio 
Huertos, 1950). Actualmente, se halla incluido en el gru­
po de los Potyvirus (Edwardson, 1974), siendo el virus de 
leguminosas mas extendido en todas las regiones espanolas, 
exceptuando Andalucia (Rubio-Huertos y col. 1967). Esté 
formado por particulas alargadas y flexuosas cuya longitud 
principal hemos determinado y esta comprendida entre 700 y 
800 nm, respondiendo a la estructura descrita por Varma y 
col. 1968).
Présenta dificultades para su aislamiento de­
bido principalmente a très causas:
1^) Las particulas virales se agregan y aglutinan 
con los cloroplastos, de forma que se pierden
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al centrifuger la savia,
22) Son particulas lâbiles que pueden destruirse 
con ciretos disolventes orgânicos.
5-) Las preparaciones suelen estar contarainadas 
con proteinas normales de la planta.
Por microscopia electrônica pudimos comprobar 
que el Mctodo utilizado habia dado buenos resultados, ob- 
servando abundantes particulas libres de contaminantes y 
sin sufrir agregaciôn.
La pureza del virus fue confirmada por espec- 
trofotometria, obteniendo un mâximo de absorciôn a 260 nm 
y un minimo a 240 nm, junto a una relaciôn de absorbancia 
260/280 que nos expresa un bajo porcentaje de RNA en la 
particula (Damirdagh y Shepherd, 1970; Stace-Smiht y Tre­
maine, 1970).
Mediante electroforesis en geles de poliacri­
lamida, separamos la proteina de la câpside viral en dos 
componentes. T,a determinaciôn de sus pesos moleculares nos 
diô valores de 209.500 daltons para la proteina râpida y 
262.600 daltons para la lenta.
Estos valores son seis veces superiores a los 
calculados por otros autores para este virus o los de su
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grupo, lo que nos inclina a pensar que existen fuertes 
atracciones electrostâticas, de Van der Waalls y puentes 
de hidrôgeno entre los seis monômeros constituyentes de ca 
da capsômero, y que no se han llegado a romper al disociar 
las proteinas. Estos agregados estarlan formados por sub­
unidades de 55.000 y 45.700 daltons respectivamente. La 
subunidad mas pequeha tiene entonces un peso molecular si­
milar al calculado por otros autores para este virus (Uye- 
moto y col. 1972; Huttinga, 1975; Moghal y Franchi, 1976), 
mediante geles de poliacrilamida conteniendo SDS.
Hiebert y McDonald (1975) encuentran, igual 
que nosotros, un components râpido y otro lento, atribuyen 
do el peso molecular mâs alto a diferencias en el tamaho, 
forma o carga. También se han calculado pesos moleculares 
muy bajos (del orden de 27.000 daltons) para la cubierta 
proteica de otros virus del grupo Y (Hill y Shepherd, 1972 
Hill y col. 1975), que podrian explicarse por una parcial 
degradaciôn de la proteina viral "in vitro".
A la vista de la heterogeneidad en los resul­
tados obtenidos por distintos investigadores y nosotros 
mismos, creemos que todos estos datos representan otro 
ejemplo de resultados erroneos, con el sistema de electro­
foresis poliacrilamida-SüS, semejante al descrito para las 
proteinas virales del Grupo X de la patata (Koenig, 1972).
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En secciones ultafinas se han descrito très 
tipos de formaciones intracitoplâsmicas para este virus , 
(Weintraub y Ragetli, 1%6-1%8; Kamei y col. 1969), que 
son las siguientes:
- Pequehas masas fibrosas de particulas sueltas
- Bandas densas a los electrones
- Cuerpos densos o cristales
Nosotros, en los estudios histolôgicos reali- 
zados al microscopio electrônico, hemos podido ver estas 
mismas estructuras, junto con unas alteraciones de los cio 
roplastos que desorganizan su sistema de membranas, destru 
yendo la estructura tipica del cloroplasto, que suelen pre 
sentar pequefias gotas de material lipidico en su interior. 
La acumulaciôn de material lipidico puede ser una respues- 
ta a la infecciôn por virus, pero no especifica. Green­
wood y col. (1965) observan, en plantas sanas de Vicia fa­
ba, glôbulos de grasa tanto mas abundantes cuanto mâs vie- 
jas son las hojas.
Tambien hemos observado multiples membranas 
concentrions de aspecto mielinico, semejantes a las que 
aparecen en la infecciôn por CMV (Gerola y col. 1965) pero 
que no han sido asociadas con el virus del mosaico amari­
llo de la judia (BYMV), Los nucleolos presentan una mor-
fologia tipica, apareciendo divididos en dos partes, una
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de éllas muy densa y que no se corresponde con las inclu­
siones amorfas intranucleolares descritas para este virus 
(Diaz Ruiz, 1971), siendo mâs bien la parte granular del 
nucleolo que se présenta muy patente en células infectadas
La infecciôn de protoplastos por este virus, 
ha reproducido los très tipos de formaciones ya descritas 
para el BYMV, pero ndnguna de las otras alteraciones que 
hemos observado en los cloroplastos o el nucleolo de teji­
dos infectados.
Tampoco aparecen estructuras membranosas mie- 
linicas, pero sin embargo, es muy frecuente encontrar en 
protoplastos infectados,grandes masas de citoplasma muy os 
miôfilas rodeando a unos tubos, posiblemente trozos de in­
clusiones virales, que la célula va envolviendo y lanzando 
hacia la vacuola. Ninguna estructura semejante a éstas 
han sido descritas hasta el momento, pudiendose tratar de 
una respuesta del protoplasto frente a la infecciôn.
Creemos que los trabajos realizados con este 
virus, ti.enen interés en lo que concierne a la ecologia y 
epidemiolog'a de un virus tan extendido como éste y que 
afecta a tan variados cultivas de leguminosas.
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2.5. Virus esférico (Del grupo de los Cucumovirus, CMV)
El virus encontrado en plantas enfermas de 
Spinacea oleracea en las provincias de Valencia y Madrid 
(Aranjuez), ha resultado ser un virus esférico relaciona- 
do con el grupo de los "Cucumovirus", pudiendose tratar 
de una nueva raza del "virus del mosaico del pepino" (CMV)
El tamaho de las particulas medidas es de 27 
nm, a diferencia de los 50 nm de diâmetro descritos para 
el CMV.
En tinciones negatives, con P.T.A., de prepa­
raciones purificadas, hemos observado estas particulas con 
y sin fijacion previa, no apreciandose diferencias entre 
los dos casos; no ocurre asi con el CMV que requiere una 
fijacién con formaldehido para mantener la integridad de 
las particulas (Franchi y Habili, 1972). Asi mismo, nues­
tro virus ha resultado ser mucho mas astable que el del mo 
saico del pepino al tener una longevidad "in vitro" de 15 
dias a 42C (Gibbs y Harrison, 1975).
Su espectro de absorciôn con luz ultravioleta 
nos ha demostrado la pureza alcanzada en el aislamiento y 
la relaciôn de absorciôn a 260/280 nos indica un elevado
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porcentaje de âcido nucleico en la molocula viral (18#), 
igual que se ha determinado para el CMV (Kaper y col.1965).
El virus purificado reacciona serolôgicamente 
con los antisueros del virus del mosaico del pepino, dando 
una intensa linea de reacciôn. También la electroforesis 
en gel de poliacrilamida del âcido nucleico viral révéla 
cuatro RNAs, caracteristica tipica del grupo de los Cucumo 
virus (Kaper y West, 19?2).
Las mayores diferencias se encuentran en la 
ultraestructura de células infectadas que presentan los nu 
cleos invadidos por particulas de virus que inicialmente 
aparecen aisladas y se van reuniendo en grupos conforme 
avanza la infecciôn. Estas particulas del nucleo tienen un 
aspecto diferente a las descritas, tambien en los nucleos, 
para el CMV (Honda y Matsui, 1974).
El virus estudiado por nosotros no forma cris 
taies en el citoplasma ni va acompahado de un incremento 
de estructuras membranosas ni desorganizaciôn celular, co­
mo describen Gerola y col. (1965) para la raza Y del CMV. 
Tampoco produce alteraciones en los granas de los cloropla 
stos ni agregaciones de los ribosomas, no habiendose obser 
vado que produzca ningun tipo de inclusiôn (Honda y Matsui 
1968). Por otro lado, ninguno de los autores anteriores
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ha descrito unas masas de aspecto fibrilar, observadas por 
nosotros, en el nucleo y muy proximas al nucleolo.
Este virus esférico tiene caracteristicas sin 
tomatologicas, morfologicas y fisico-quimicas semejantes 
en muchos aspectos a las del CMV, pero résulta mucho mas 
estable y con una ultraestructura peculiar.
La localizaciôn de las particulas de virus en 
protoplastos infectados es exclusivamente citoplasmica. 
Suelen hallarse prôximas a la membrana celular y en las va 
cuolas, disponiendose al azar por el citoplasma. A veces 
se reunen en agregados que llegan a formar estructuras ca­
si cristalinas. Ocasionalmente los cloroplastos aparecen 
deshechos, siendo este hecho muy frecuente en la ultraes­
tructura de tejidos infectados por CMV (Gerola y col. 1965 
Misawa y Eli ara, 1966).
La distribuciôn de nuestro virus esférico en 
citoplasma de protoplastos infectados coincide, a grandes 
rasgos, con la descrita por otros autores para el CMV (Ot­
suki y Tal:ebe, 1975; Honda y col 1974; Koike y col. 1977), 
aunque alguno de estos investigadores tambien han encon­
trado particulas de virus en los nucleos. Nosotros, nunca 
hemos observado estas particulas en el nucleo de protoplas 
tos infectados, pero si en tejidos foliares de plantas ino 
culadas con este virus.
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El porcentaje de protoplastos infectados, ha 
sido escaso en comparaciôn con el que otros autores alcan- 
zan para el CMV (Otsuki y Takebe, 1975; Koike y col. 1977), 
pudiendo ser debido a una pérdida de infectividad o mas 
bien al hecho de que solo hemos considerado protoplastos 
"intactos" observados y precisamente los protoplastos in­
fectados son mas inestables y frecuentemente se rompen du­
rante el proceso previo a su observac.ién al microscopio 
electrônico.
Por otra parte, una vez que estos virus esfé- 
ricos logran penetrar en el protoplasto, se replican muy 
activamente on su interior como lo demuestra su curva de 
crecimiento exponencial (segun ensayos de infectividad) y 
las micrografias conteniendo una gran descendencia de virus
La identificaciôn de un virus como este résul­
ta en extremo dificil, porque el CMV posee gran cantidad de 
razas con propiedades diferentes, ataca a gran numéro de 
plantas y los sintomas producidos son de gran variabilidad, 
no sôlo entre las diferentes razas sino dependiendo tambien 
de factores ambientales. Bhargava (1951) ya puso de mani- 
fiesto esta variabilidad en un estudio comparativo entre 
cuatro estirpes de este virus.
Considérâmes que por la sintomatologia, morfo
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logia y propiedades fisico-quimicas que exhibe este virus 
esférico, especialmente el tener su genoma dividido en cua 
tro RNAs, nos permite introducirlo en el grupo de los Cucu 
movirus. Pero sus peculiares caracteristicas como son: es 
tabilidad ante el P.T.A. y una ultraestructura en tejidos 
diferente al CMV aunque semejante a él si se trata de pro­
toplastos infectados, nos lleva a la conclusion de que he­
mos estado trabajando con una raza muy estable del "virus 
del mosaico del pepino" aun no descrita.
CAPITULO V. RESUMEN Y CONCLUSIONES
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En este trabajo que constituée nuestra Tesis 
Doctoral, hemos alcanzado los objetivos previstos, es de- 
cir, analizar el comportamiento de ciertos virus en la cé 
lula vegetal y ver c6mo ocurre su replicaciôn en protoplas 
tos aislados de plantas superiores, realizando un estudio 
comparativo de ambos procesos.
Para llevar a cabo este programs, comenzamos 
con la obtenciôn y cultive de protoplastos de très especi­
es vegetales diferentes (Nicotians tabacum, Matthiola an­
nua y Vicia faba), siendo la primera vez que se producen y 
cultivan protoplastos de estas dos ultimas especies.
En todos los casos hemos logrado gran canti­
dad de protoplastos astables que han podido ser cultivados 
llegando a regenerar una nueva pared celular y a dividirse 
porteriormente. Entre los tipos de divisiôn que hemos ob­
servado (biparticiôn, gemaciôn, escisiôn...etc) destaca 
la de protoplastos de Vicia faba, var. "Aguadulce" en el 
medio B-5, donde aparecen dos células hijas totalmente
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diferentes, una de éllas pequena y muy densa mientras que 
la mayor estâ casi desprovista de citoplasma y ocupada per 
una gran vacuola. Este tipo de divisi6n no tiene paralelo 
en la bibliografla, siendo la forma de divisi6n mâs frecuen 
te de los citados protoplastos.
Tambien hemos comprobado que algunos protoplas 
tos de Matthiola annua cultivados en el medio de Prat ban 
podido dividirse a 4-SC y en la oscuridad, contrarlamente a 
lo que sucede con protoplastos de otras especies vegetales. 
Deducimos, por tanto, que la temperatura y la luz no son 
factores decisivos en la divisi&n de protoplastos, aunque 
la favorezcan considerablemente.
La observaciôn de protoplastos al microscopio 
electr6nico nos confirm6 la imagen ya obtenida al 6ptico 
donde se presentan totalmente esfericos, con los cloroplas- 
tos situados en la periferia y una gran vacuola central. La 
ultraestructura de dichos protoplastos no presents diferen- 
cias considerables respecto a la de cualquier célula vege­
tal que se halle formando parte de un tejido. Los orgânulos 
celulares poseen un aspecto normal exceptuando algunos clo- 
roplastos que, manteniendo su morfologla, se comportas como 
estructuras autonomes siendo espaces de capturer mitocon - 
dries.
169.
Un fenômeno extrano se produce en protoplas­
tos sanos de Vicia faba no descrito por ningun autor hasta 
el momento. Consiste en la formaciôn de densas masas cito- 
plâsmicas, bastante uniformes, que van siendo depositadas 
en la vacuola. Dichas masas, probablemente citôplasma de- 
generado, podrian ser formas de diferenciaci6n o regresiôn 
hacia células meristemâticas, causadas por el paso de la 
forma celular a protoplasto.
Como paso previo a la infecciôn de protoplas­
tos, hemos aislado y caracterizado una serie de virus vege 
taies que nos han servido de inôculo para infecter los pro 
toplastos donde poder observer la replicaci6n viral y las 
alteraciones producidas, comparandolas con las que estos 
mismos virus producen en tejidos de plantas.
Los virus con que hemos trabajado, han sido 
siempre obtenidos a partir de plantas enfermas encontradas 
en el campo que presentaban slntomas évidentes de mosaico 
y deformaciones. Identificamos dos virus largos y flexuo- 
sos, componentes del grupo Y de la patata (Virus del mosai 
co del nabo y Virus del mosaico amarillo de la judla), as! 
como un tercer virus esférico del grupo de los Cucumovirus 
(una nueva raza del Virus del mosaico del pepino) no des­
crito.
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El estudio del Virus del mosaico del nabo 
(TuMV), nos ha permitido transmitirlo a diversas plantas 
de ensayo y observer la sintomatologia producida. En plan 
tas de Brassica napus desarroll6 unos anillos necrôticos 
tipicos de la variedad denominada "virus del anillo necr6- 
tico de la col" (Cabbage black ringspot virus).
Este virus ha sido purificado con éxito y ob- 
servado en tinci6n negative donde aparecen larges particu­
les que han sido medidas, resultando una longitud compren- 
dida entre 700 y 800 nm. Dichas particules mantienen su 
individualidad no presentando agregacion entre éllas.
El espectro de absorciôn de una suspension pu 
rificada del virus nos di6 una curve tipica de nucleopro- 
teinas, confirmandonos la pureza alcanzada en el aislamien 
to, al mismo tiempo que nos expresaba un escaso porcentaje 
de RNA en la particule de virus.
La electroforesis de la proteina viral, en gel 
de poliacrilaraida, resolviô un unico componente cuyo peso 
molecular fue calculado y resultd ser de 35*000 daltons.
La ultraestructura de tejidos infectados por 
este virus nos ha permitido observer: inclusiones densas. 
anillos gruesos (que corresponden a las anteriores inclu­
siones al ser cortadas transversalmente) y remolinos o
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rosetas. Tambien hemos encontrado unas inclusiones en for 
ma de peine o cepillo (que en secciOn tangencial parecen 
agregados cristalinos), asi como amplias plaças y masas 
fibrilares de particulas dispuestas en paralelo.
Aunque todas estas estructuras ya han sido ob 
servadas en la infeccion por este virus, no se han descri­
to una serie de dobles membranes que nosotros hemos halla- 
do intimamente relacionadas con las inclusiones virales y 
que no pertenecen al reticulo endoplasmico, sino que han 
debido ser inducidas por la presencia del virus. Tampoco 
se ha mencionado con anterioridad unas "inclusiones comple 
jas", pr6ximas al nucleo, cuya matriz posee abundantes ri­
bosomes y donde se hallan présentes casi todos los tipos 
de inclusl6n que produce este virus, pudiendose tratar del 
lugar de sintesis de las mismas.
En protoplastos de Matthiola annua (alheli) 
infectados por el TuMV, hemos observado las mismas imâge- 
nes que en los tejidos foliares de esta planta, es decir, 
inclusiones densas mas o menos extensas, anillos gruesos 
y remolinos o rosetas, todas ellas en gran cantidad.
No hemos encontrado, sin embargo, las inclu­
siones que este virus produce en hojas de Brassica napus 
(masas fibrilares, inclusiones en peine o cepillo y las 
complejas estructuras pr6ximas al nucleo), demostrandonos
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asî, que la citologla de protoplastos infectados es espe- 
clfica pues se corresponde con la exhibida por células de 
su misma especie que estan formando tejidos, pero no repro 
duce estructuras que este misno virus es capaz de provocar 
en otras especies vegetales.
La replicaciôn del virus en el interior de di 
chos protoplastos sigue un desarrollo muy répido, casi li­
neal, durante las primeras horas que siguen a la infeccién 
para estabilizarse a las 50-60 horas.
Las investigaciones llevadas a cabo con el 
Virus del mosaico amarillo de la judla (BYMV), nos han 
permitido conocer la sintomatologia que produce en diver­
sas plantas de ensayo y llevar a buen fin la purificacién 
del mismo evitando las multiples dificultades que présenta 
por su labilidad y tendencia a la agregacién.
Preparaciones purificadas fueron observadas 
en tinciôn negative, procediendose a determiner su tamaho 
que esta comprendido entre 700 y 800 nm.
Por espectrofotometria comprobamos la pureza 
y el rendimiento alcanzados en el proceso de aislamiento, 
indicândonos ademas una escasa proporciôn de RNA en la par 
ticula de virus.
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La electroforesis en gel de poliacrilaraida de 
la proteina viral resolviô dos componentes. La determina- 
ci6n de sus pesos moleculares nos diô valores de 209.500 
daltons para la proteina râpida y 262.600 daltons para la 
lenta, resultados que son seis veces superiores a los cal- 
culados por otros autores para este virus. Creemos, por 
tanto, que hemos aislado los caps6meros de la cubierta vi­
ral, constituidos cada uno por seis subunidades (monômeros) 
fuertemente unidas por atracciones electrostéticas que no­
sotros no hemos llegado a romper.
En los estudios histolôgicos realizados al mi 
croscopio electrônico hemos observado los très tipos de in 
clusiones tipicas descritos para este virus como son; ba­
rras dendas de longitud variable, cristales de proteina y 
estructuras fibrilares.
Por nuestra parte, junto a estas inclusiones 
hemos observado una alteraci&n de los cloroplastos que al- 
macenan pequehas gotas de grasa en su interior y desorgani 
zan su sistema de membranes. Tambien hemos apreciado es­
tructuras membranosas mielinicas localizadas en las vacuo­
les, asl como nucleolos divididos en sus dos porciones ti­
picas que aparecen mucho mas patentes en células infecta- 
das que sanas. Estas alteraciones citolôgicas no han sido 
asociadas con anterioridad a la infeccién por BYMV, aunque 
suelen ser producidas por otros virus.
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La ultraestructura de protoplastos de Vicia 
faba (babas) infectados por este virus reprodujo los très 
tipos de inclusiones ya descritos, pero ninguna de las 
otras alteraciones que nosotros hemos observado en los te 
jidos. Sin embargo, es muy frecuente encontrar unas es­
tructuras formadas por "tûbulos rectos" rodeados por masas 
de citoplasma muy osmiôfilas (semejantes a las observadas 
por nosotros en protoplastos sanos) que van siendo abando- 
nadas en la vacuola. Este fenémeno no ha sido observado 
con anterioridad, pudiendose tratar de una defensa del pro 
toplasto frente a proteinas extradas a las que envuelve y 
lanza a la vacuola.
Al igual que el anterior Potyvirus objeto de 
nuestro estudio, la replicacién del BYMV en protoplastos 
ha seguido un creciniento lineal hasta que se estabiliza a 
las 50-70 horas de la infeccién.
El estudio detallado del virus esférico encon 
trado en plantas enfermas de Spinacea oleracea (espinacas), 
nos ha permitido identificarlo como un miembro del grupo 
de los Cucumovirus (Virus del mosaico del pepino. CMV), pe 
ro sus peculiares caracterîsticas nos indican que se trata 
de una nueva raza muy estable, no descrita en la literatu­
re.
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Este virus ha sido transmitido a diversas 
plantas de ensayo, provocando sintomas similares a los del 
CMV.
La purificacién del mismo nos ha permitido ob 
servar, en tinciôn negativa, pequenas particulas esféricas 
de 27 nm de diamètre. A diferencia de lo que ocurre con 
el CMV, nuestro virus esférico résisté la tinciôn con éci- 
do fosfotungstico sin necesidad de fijaciôn previa.
Tambien ha demostrado una mayor estabilidad 
que el CMV al tener una longevidad "in vitro" de 15 dias, 
manteniendo su estructura e infectividad.
El espectro de absorciôn con luz ultraviolets 
nos confirmé la pureza y rendimiento alcanzados en el ais­
lamiento, sirviendonos tambien para determinar el porcenta 
je de RNA en la particula de virus que résulté ser del 18^ 
(igual que para CMV).
Un purificado de este virus reaccioné intensa 
mente con los antisueros de CMV y la electroforesis en gel 
de poliacrilamida del RNA viral, nos révélé la existencia 
de cuatro RNAs, caracteristica tipica del grupo de los Cu­
cumovirus •
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La ultraestructura de tejidos infectados por 
este virus no présenta alteraciones citoplasmicas de nin­
gun tipo y sin embargo, los nucleos aparecen conteniendo 
un numéro variable de particules esféricas que pueden pre- 
sentarse aisladas o en grupos, intentando cristalizar. De 
forma ocasional hemos observado unas "estructuras fibrila­
res" localizadas en el nucleo y muy prôximas al nucleolo.
El estudio, por microscopia electrénica, de 
protoplastos infectados nos indica que, contrariamente a 
lo que ocurre en los tejidos, el virus se localize en el 
citoplasma y nunca en el nucleo. La distribucién del virus 
en el interior de protoplastos es aleatoria, disponiendose 
en el citoplasma o en las vacuoles y pudiendose observer 
particules aisladas o grupos de particules que llegan a 
former estructuras cristalinas, distribucién que coincide, 
a grandes rasgos, con la del CMV en protoplastos y tejidos 
infectados.
El desarrollo de la multiplicacién de nuestro 
virus esférico en protoplastos inoculados sigue un creci- 
miento exponencial, coincidente con el descrito para el 
CMV.
De todo lo expuesto deducimos que el virus es 
férico estudiado es un Cucumovirus muy estable y con pro-
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piedades peculiares, tratandose por tanto de una nueva ra­
za del Virus de mosaico del pepino no descrita hasta el mo 
mento•
CONCLUSIONES
Considerando los resultados obtenidos, hemos 
llegado a las siguientes conclusiones:
is) Los protoplastos obtenidos de plantas su­
periores aparecen al microscopio 6ptico y al electrénico 
como esferas perfectas, con los cloroplastos préximos a la 
membrana plasmâtica y una gran vacuola en el centro.
22) Su ultrae structura no présenta grandes di
ferencias con respecto a cualquier célula vegetal, exceptu 
ando la formacién de densas masa citoplasmicas que se van 
depositando en la vacuola, cuando los protoplastos proce- 
den de plantas jévenes.
52) La luz y la temperatura no son factores
esenciales en la divisiôn de protoplastos, puesto que ésta
puede llevarse a cabo a 42C y en la oscuridad.
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42) La ultraestructura de tejidos infectados 
por el Virus del mosaico del nabo (TuMV) présenta très ti 
pos de inclusiones que se hallan intimamente relacionados 
con sistemas de dobles membranas. Dichas membranas han si 
do inducidas por la presencia del virus puesto que son di- 
ferentes a las del reticulo endoplasmico y nunca aparecen 
en células sanas.
52) La ultraestructura de tejidos infectados 
por el Virus del mosaico amarillo de la judla (BYMV), apar 
te de las tipicas inclusiones virales, présenta una desor- 
ganizacién de los cloroplastos, un incremento en estructu­
ras membranosas miellnicas y una cierta alteracién de los 
nucleolos.
62) Hemos aislado y caracterizado una nueva 
raza del Virus del mosaico del pepino (CMV), formada por 
partlculas isométricas de 27 nm muy astables, con su geno 
ma dividido en cuatro RNAs y una ultraestructura peculiar.
72) Se ha realizado por primera vez la infec­
cién de protoplastos vegetales con dos miembros del grupo 
de los Potyvirus (TuMV y BYMV). Estos virus se han re- 
plicado dentro de los protoplastos y han sido capaces de 
formar inclusiones.
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82) Los protoplastos infectados por TuMV o 
BYMV mantienen su especificidad, pues reproducen la ultra 
estructura de células infectadas de su misma especie pero 
no la de especies vegetales diferentes.
92) Los protoplastos infectados con BYMV reac 
cionan frente a la infeccién.formando masas osmiéfilas de 
citoplasma que rodean a ciertas inclusiones virales y las 
arrojan hacia la vacuola.
102) La ultraestructura de protoplastos infec 
tados con la nueva raza del CMV, es totalmente diferente a 
la que este virus présenta en tejidos de plantas enfermas.
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CAPITULO VII. FIGURAS
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Figura 1. Protoplastos aislados de plantas superiores
A: Nicotiana tabaccum var. "White Burley" (X 400) 
B: Matthiola annua (X 800)
C y D: Vicia faba var. "Aguadulce" (X 800)
Figura 2. Division de protoplastos de Vicia faba 
A,B yC; Division désignai (X 800)
D y E: Biparticién (700)
F: Formaciôn de yemas (X 800)
G: Fusiôn espontanea (X 700)
Figura 5* Divisiôn de protoplastos de Matthiola annua 
A; Biparticiôn (X I5OO)
B: Gemaciôn (X 800)
C: Biparticiôn y gemacion (X 800)
D y E: Formaciôn de embrioides (X 800)
Figura 4. Secciones ultrafinas de protoplastos sanos 
A: Aspecto general (X 10.000)
B: Cloroplastos englobando mitocondrias (X I76OO)
Figura 5« Alteraciones encontradas en protoplastos sanos
A: Cloroplasto englobando mitocondrias (X 58000)
B y C: Formaciôn de masas densas (X 7OOO y 50800) 
MD=masas densas; P=plasmalema
Figura 6. Protoplastos infectados por TuMV 
A; Aspecto general (X 6000)
B y C: Inclusiones formadas por TuMV (X17600y9600) 
IV=inclusiones virales; A=anillos; R=rosetas
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Figura ?• Protoplastos infectados por TuMV 
A; Inclusiones de virus (X 20400)
B: Densas inclusiones junto a anillos (X 5OOOO)
0: Inclusiones densas y anillos gruesos (X 44000)
Figura 8. Protoplastos infectados por BYMV
A: Cristales de proteina (P) junto a inclusiones 
densas (x 22500)
B: Cuerpos de inclusion con barras densas (x 22500)
Figura 9. Protoplastos infectados por BYMV
A; Fibrilles (F) junto a inclusiones (X 42000)
B: Inclusiones densas cerca del nùcleo (X 5OOOO) 
C: Tûbulos rodeados por masas densas (T) X 55500
Figura 10. Masas citoplâsmicas envolviendo tûbulos
A: Formaciôn de las masas densas (MD) (X 45000)
C; Detalle de los tûbulos y masas (X 52000)
Figura 11. Protoplastos infectados con el virus esférico 
A: Particulas de virus junto al plasmalema (P)
(X 85000)
B: Agregados cristalinos de particulas de virus
(X 57200)
C: Particulas de virus en el citoplasma (X 7OOOO) 
Figura 12. Sintomas producidos por TuMV en Brassica napus
Figura 15. Sintomas producidos por TuMV
A; Matthiola annua 
B: Cherianthus cheiri
C: Chenopodium quinoa, lesiones locales
210,
Figura 14. Purificado de TuMV (X 59800)
Figura 15. Tinciôn negativa de inclusiones virales
A y B: Inclusiones laminares (X 62000 y 70400)
0 y D: Inclusiones irregulares (X 69000)
E: Resultado de la electroforesis de la proteina 
viral de TuMV
Figura 16. Tejidos infectados por TuMV
A; Inclusiones en forma de peine (IP) junto a 
anillos e inclusiones densas (X 48400)
B: Formaciones fiblilares (F) relacionadas con 
dobles membranes; anillos e inclusiones en pe 
ine (X 48400)
Figura 17. Tejidos infectados por TuMV
A: Haces de particulas seccionadas (V) mas indu 
siones densas y fibrilles (X 48400)
B: Inclusiones prôximas al nûcleo (X 55100)
Figura 18. Tejidos infectados por TuMV
A y B: Inclusiones complejas (10) prôximas al nu 
cleo (X 57000 y 55100)
PL=inclusiôn en place; CP=cloroplasto
Figura 19. Sintomas producidos por BYMV
A y B: Vicia faba var. "Aguadulce"
C: Chenopodiun amaranticolor 
D : Chenopodium quinoa
Figura 20. Tinciôn negativa de BYMV
A: Purificado del virus (X 56800)
211.
B: Inclusion en forma de ovillo (X 35000)
0: Resultado de la electroforesis de la proteina 
viral de BYMV
Figura 21. Tejidos infectados por BYMV
A y B: Largas inclusiones densas junto a crista­
les de proteinas (P) (X 41800 y 39600)
Figura 22. Tejidos infectados por BYMV
A: Cristales de proteina entre inclusiones densas 
y rosetas (X 4^100)
B: Inclusiones en barras flexuosas (IF) (X 2O5OO)
C: Fibrillas entre inclusiones densas (X 45IOO)
Figura 23. Alteraciones producidas por BYMV
A y C: Desorganizaciôn de los cloroplastos (3OOOO) 
B: Nucleolo dividido en dos partes 
C y D; Sistema de membranes mielinicas=SM (3OOOO)
Figura 24. Sintomas producudos por el virus esférico
A: Lesiones en Nicotiana tabacum var "W, B."
B: Spinacea oleracea sana (drcha) y enferna (izq) 
C: Petunia hybrida
D: Chenopodium amaranticolor, lesiones locales
Figura 25. Purificado del virus esférico
A: Tinciôn negatina con PJCA no-fijada (X 77OOO)
B: Tinciôn negativa con PTA fijada (X 91OOO)
C : Tinciôn con acetato de uranilo (X 9IOOO)
D : Resultado de la electroforesis del RNA del 
virus esférico.
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Figura 26. Tejidos infectados con el virus esférico
A: Grupo de particulas de virus en el nûcleo
(X 82000)
B: Particulas aisladas prôximas al nucleolo
(X 82000)
V=particulas de virus; N=nûcleo; n=nucleolo
Figura 2?. Tejidos infectados con el virus esférico
A y B: Particulas de virus en el nûcleo (X 91000)
C: Fibrillas prôximas al nucleolo (X 70200)
F= masas de fibrillas
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